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Peroxisomen sind nahezu ubiquitäre, eukaryotische Zellorganellen, die am Abbau von 
Fettsäuren und an der Entgiftung des dabei entstehenden Wasserstoffperoxids beteiligt sind. 
Neben dieser generellen Funktion beherbergen die Peroxisomen weitere Stoffwechselwege. 
Dazu zählen Teile des Glyoxylatwegs in Pflanzen und Pilzen und Stoffwechselwege für die 
Bildung von Sekundärmetaboliten. Eine Sonderform der Peroxisomen sind die Glycosomen, 
die in Trypanosomen identifiziert werden konnten und einen Großteil der glykolytischen 
Enzyme enthalten.  
Peroxisomale Matrixproteine enthalten entweder carboxyterminale oder aminoterminale PTS 
(„peroxisomal targeting signal“)-Motive (C-terminal: PTS1; N-terminal: PTS2). Diese 
werden von zytoplasmatischen Rezeptoren erkannt, die gefaltete und sogar im Komplex 
vorliegende Proteine in die Peroxisomen überführen. 
In dem pflanzenpathogenen Basidiomyceten Ustilago maydis konnten im Verlauf dieser 
Arbeit kryptische PTS1-Motive in einer Reihe von Enzymen aus der Glykolyse bzw. 
Gluconeogenese identifiziert werden. Peroxisomale Isoformen dieser Enzyme entstehen durch 
alternatives Spleißen oder durch Überlesen von Stopcodons während der Translation. Eine 
bioinformatische Analyse ergab, dass in einer Vielzahl von Pilzen Isoformen glykolytischer 
Enzyme mit PTS1-Motiv gebildet werden, wobei die Mechanismen zur Herstellung dieser 
Isoformen in unterschiedlichen Spezies variieren. Zudem wurden in einigen glykolytischen 
Enzymen ungewöhnliche PTS1-Motive gefunden, die vom bisher gültigen Konsensus für 
PTS1-Motive abweichen und ebenfalls eine duale Lokalisierung der Enzyme in Peroxisomen 
und dem Zytoplasma hervorrufen können. 
Bei der genaueren Charakterisierung der Peroxisomen in U. maydis fiel auf, dass diese 
Organellen nicht nur für die β-Oxidation von Fettsäuren benötigt werden, sondern auch eine 
Funktion beim Zuckerstoffwechsel und der biotrophen Interaktion mit der Wirtspflanze Mais 
haben. Außerdem konnte gezeigt werden, dass Peroxisomen in U. maydis an der Synthese 
eines extrazellulären Glykolipids beteiligt sind. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die Peroxisomen in Pilzen durch eine größere 
metabolische Vielfalt charakterisiert sind, als bisher angenommen wurde. Die Identifizierung 
kryptischer PTS1-Motive in Enzymen aus der Glykolyse lässt die Vermutung zu, dass 




Peroxisomes are near-ubiquitous eukaryotic organelles with a general function in the β-
oxidation of fatty acids and hydrogen peroxide detoxification. Additionally peroxisomes 
exhibit more specific metabolic function in different organisms including parts of the 
reactions of the glyoxylate cycle in plants and fungi and the production of secondary 
metabolites. A special type of peroxisomes has been identified in trypanosomes. In these 
parasites the majority of glycolytic enzymes is localized in peroxisomes.  
All types of peroxisomes are characterized by a unique protein import system. Peroxisomal 
matrix proteins contain C-terminal or N-terminal PTS (peroxisomal targeting signal) motifs 
(C-terminal: PTS1; N-Terminal: PTS2), which are recognized by soluble receptors mediating 
the import of fully folded and even oligomeric proteins.  
Studies on mRNA processing in the plant pathogenic fungus Ustilago maydis lead to the 
unexpected discovery of isoforms of glycolytic enzymes harboring PTS1 motifs. These 
isoforms result from alternative splicing and translational read-through, respectively. A 
bioinformatic survey revealed the presence of such isoforms in many fungal species, although 
the mechanisms giving rise to PTS1 motifs vary between species. Some glycolytic enzymes 
were shown to possess low efficiency PTS1 motifs differing from the PTS1 consensus 
sequence. These motifs might also lead to dual cytoplasmic and peroxisomal targeting similar 
to the already described mechanisms. 
More detailed analysis of peroxisomes in U. maydis established additional functions of these 
organelles in sugar metabolism and pathogenic development beside their prominent role in 
the breakdown of fatty acids. Moreover, it could be demonstrated that peroxisomes participate 
in the production of glycolipids in U. maydis. 
The data obtained here suggests novel metabolic functions for peroxisomes at least in fungi. 
The identification of cryptic PTS1 motifs in glycolytic enzymes in fungi indicates that 
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Einleitung 1 
1 Einleitung 
1.1 Peroxisomen: Konservierte eukaryotische Organellen mit vielfältiger 
Funktion 
Eukaryotische Zellen enthalten Zellkompartimente (Organellen), die begrenzt durch 
mindestens eine Membran einen abgeschlossenen Reaktionsraum mit spezialisierten 
Aufgaben bilden. Eine Gattung nahezu ubiquitärer Organellen sind die Peroxisomen, die 
erstmalig als sogenannte „Microbodies“ bei einer ultrastrukturellen Studie von Zellen aus 
Mäusenieren beschrieben werden konnten (Rhodin, 1954). Die Isolierung und genauere 
Charakterisierung von Peroxisomen aus der Rattenleber gelang de Duve und Baudhuin in den 
frühen sechziger Jahren (de Duve & Baudhuin, 1966). Sie erkannten, dass Peroxisomen 
mehrere Enzyme beherbergen, die an der Produktion und dem Abbau von Wasserstoffperoxid 
beteiligt sind. Diese Enzymaktivitäten waren maßgeblich für die Namensgebung der 
Organellen.  
Lange herrschte Unklarheit über den evolutionären Ursprung der Peroxisomen. Ihre weite 
Verbreitung in nahezu allen eukaryotischen Organismengruppen spricht für die 
Ursprünglichkeit von Peroxisomen, die zusammen mit der Anreicherung von 
atmosphärischem Sauerstoff (Sauerstoffkatastrophe) vor mehr als zwei Milliarden Jahren 
entstanden sein könnten (de Duve, 1969). Nicht geklärt war jedoch, ob es sich bei 
Peroxisomen um Endosymbionten handelt oder ob sie sich aus zellulären Endomembranen 
ableiten (Tabak et al, 2006). Im Gegensatz zu Mitochondrien und Chloroplasten enthalten 
Peroxisomen keine eigene DNA, was als Hinweis gegen eine Entstehung durch 
Endosymbiose gelten kann. Ferner sind Peroxisomen anders als Mitochondrien und 
Chloroplasten nur von einer einfachen Membran umgeben. Jedoch sind sie in der Lage, sich 
zu vermehren und können bei der Zellteilung von Mutter- auf Tochterzellen weitergegeben 
werden (Fagarasanu et al, 2010). Neuere Arbeiten legen nahe, dass Peroxisomen de novo vom 
Endoplasmatischen Reticulum (ER) gebildet werden (Tabak et al, 2008). In der Hefe 
Yarrowia lipolytica bilden Mutanten mit Defekten im ER-Transport keine Peroxisomen und 
zwei typisch peroxisomale Proteine sind im ER lokalisiert (Titorenko & Rachubinski, 1998).  
Mit Hilfe einer konditionalen Mutante konnte gezeigt werden, dass in Saccharomyces 
cerevisiae ein peroxisomales Membranprotein bei der de novo Entstehung der Peroxisomen 
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zunächst im ER und später in den Peroxisomen lokalisiert ist (Hoepfner et al, 2005). In der 
verwendeten Mutante fehlen laut dieser Studie auch Überbleibsel von Peroxisomen ohne 
Matrixproteine („ghosts“), ein Anzeichen für eine Assemblierung von Peroxisomen 
ausgehend vom ER. Aus phylogenetischen Studien geht überdies hervor, dass Komponenten 
der Importmaschinerie peroxisomaler Matrixproteine eine deutliche Ähnlichkeit zum ERAD-
System (endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) des ERs aufweisen 
(Gabaldon et al, 2006; Schluter et al, 2006).  
Erst vor kurzem wurden zwei Typen von Vesikeln beschrieben, die auf unterschiedlichen 
Wegen vom ER ausgehend durch Fusion Prä-Peroxisomen generieren. Beide Vesikeltypen 
enthalten verschiedene Proteine, die für den Import von peroxisomalen Matrixproteinen 
notwendig sind (Van der Zand et al, 2012). Demnach wäre der aktive Import von 
Matrixproteinen erst nach der Fusion der beiden unterschiedlichen Populationen von Vesikeln 
möglich.  
Diese und viele weitere Arbeiten führten zu der derzeit angenommenen Vorstellung, dass die 
peroxisomale Membran und einige peroxisomale Membranproteine ihren Ursprung im ER 
haben, während die löslichen Matrixproteine und weitere Membranproteine aus dem 
Zytoplasma importiert werden (Nuttall et al, 2011; Rucktäschel et al, 2011; siehe auch im 
nächsten Kapitel). Peroxisomen stellen daher ein einzigartiges Organell dar, welches vom 
Endomembran-Netzwerk des ER abhängt und trotzdem seine Matrixproteine ähnlich den 
Mitochondrien und Chloroplasten mithilfe eigener Transportsysteme importiert (De Duve, 
2007). 
1.1.1 Der peroxisomale Proteinimport und die Biogenese von Peroxisomen 
Mehrere Systeme werden für den Transport von Proteinen in die Peroxisomen benutzt 
(Abb. 1). Dabei unterscheiden sich der Import von Membranproteinen und löslichen 
Proteinen deutlich voneinander (Rucktäschel et al, 2011). Eine wichtige Voraussetzung für 
die Lokalisierung von Proteinen an bestimmten Orten in Zellen ist in der Regel eine 
eindeutige Information, die in der Sequenz der Proteine enthalten ist (Wickner & Schekman, 
2005; Abb.1).  
Von den peroxisomalen Matrixproteinen weist der überwiegende Anteil ein kurzes 
konserviertes C-terminales Sequenzmotiv auf, das als PTS1 bezeichnet wurde (Brocard & 
Hartig, 2006; Gould et al, 1990). Zuerst wurde ein kurzes Peptid bestehend aus Serin-Lysin-
Leucin (SKL) beschrieben, das hinreichend für die Translokation von Proteinen in das Lumen 
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von Peroxisomen ist (Gould et al, 1989; Keller et al, 1987). In nachfolgenden Arbeiten 
konnte gezeigt werden, dass auch Varianten dieser Sequenz mit dem Consensus S/A/P-R/K-
L/M/I als Importsignal dienen können und außerdem der Sequenzkontext des C-terminalen 
Tripeptids wichtig für die Effizienz des Imports ist (Brocard & Hartig, 2006).  
Ein charakteristisches Merkmal von Proteinen mit PTS1-Motiv ist, dass sie in voll gefaltetem 
Zustand mit gebundenem Cofaktor und sogar als Oligomere importiert werden können 
(Glover et al, 1994; Häusler et al, 1996; McNew & Goodman, 1994). Dies unterscheidet den 
peroxisomalen Import vom Import in Mitochondrien, Chloroplasten oder ins ER und ist eher 
vergleichbar mit dem Transport von Proteinen in den Zellkern (Wickner & Schekman, 2005). 
In ähnlicher Weise werden auch peroxisomale Matrixproteine, die ein PTS2-Motiv mit der 
Konsensus-Sequenz RL/I-X5-HL/Q am N-Terminus besitzen, importiert (Lazarow, 2006). 
Proteine mit PTS2 sind weniger häufig als Proteine mit PTS1 und in Caenorhabditis elegans 
und einigen Algen fehlen sie sogar ganz (Gonzalez et al, 2011; Motley et al, 2000). 
Außerdem sind einige Matrixproteine bekannt, die unabhängig von PTS-Motiven in die 
Peroxisomen überführt werden können (Van der Klei & Veenhuis, 2006a). In diesen Fällen 
erfolgt der Import durch Interaktion mit einem anderen Protein mit PTS-Motiv oder mit Hilfe 
bisher weniger definierte Sequenzmotive (Glover et al, 1994; McNew & Goodman, 1994; van 
der Klei & Veenhuis, 2006a). 
Genetische Studien in einzelligen Pilzen trugen entscheidend zum Verständnis des 
Transportsystems der peroxisomalen Matrixproteine bei, da in S. cerevisiae und später auch 
in anderen Pilzen Mutanten identifiziert und charakterisiert werden konnten, die keine 
funktionellen Peroxisomen mehr aufweisen (Cregg et al, 1990; Erdmann et al, 1989; Liu et 
al, 1992). Diese Mutanten werden einheitlich als pex-Mutanten bezeichnet und die 
zugehörigen Proteine als Peroxine (Distel et al, 1996). Bislang wurden in den 
unterschiedlichen Organismen mehr als dreißig zum Teil stark konservierte Peroxine 
gefunden, die erforderlich für die Biogenese und Proliferation von Peroxisomen sind (Platta 
& Erdmann, 2007). 
Proteine mit PTS1 werden durch das Rezeptorprotein Pex5, das sechs TPR 
(tetratricopeptide)-Wiederholungen mit PTS1 Affinität aufweist, im Zytoplasma erkannt und 
gebunden (Brocard et al, 1994; Gatto et al, 2000; Gould et al, 1996; Terlecky et al, 1995; 
Abb. 1c). Durch seine Affinität zu der ins Zytoplasma exponierten SH3-Domäne des 
integralen peroxisomalen Membranproteins (PMP) Pex13 und zu Pex14 wird beladenes Pex5 
an die Membran rekrutiert (Erdmann & Blobel, 1996; Gould et al, 1996; Mayer, 2001). 
Zusammen mit weiteren Peroxinen (Pex2, Pex10 und Pex12), die als RING-(really interesting 
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new gene)-Finger Komplex bezeichnet werden, assembliert sich in S. cerevisiae und 
wahrscheinlich sehr ähnlich auch in den meisten anderen Organismen ein peroxisomales 
Importomer (Rucktäschel et al, 2011).  
Pex5 wird dabei vermutlich in die peroxisomale Membran integriert und bildet so eine 
transiente Pore aus (Abb. 1c). Hinweise hierfür ergaben die Aufreinigung und die in vitro 
Rekonstitution von Pex5-Komplexen aus S. cerevisiae (Meinecke et al, 2010). 
Untersuchungen an diesen Komplexen zeigten, dass sie in Anwesenheit des luminalen 
Peroxins Pex8 nur transiente Poreneigenschaften besitzen, während ein aus pex8 
Deletionsmutanten gereinigter Komplex eine stabile Pore mit einem Durchmesser von 9 nm 
bildet. Pex8 ist notwendig für die Auflösung der Interaktion zwischen PTS1-Proteinen und 
Pex5 (Wang et al, 2003). Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit der Beobachtung, 
dass Goldpartikel, gekoppelt an ein Protein mit PTS1-Motiv und einem Durchmesser von 
9 nm, in Peroxisomen importiert werden können (Walton et al, 1995).  
 
Abbildung 1: Die unterschiedlichen Importwege peroxisomaler Proteine 
a; Einige peroxisomale Membranproteine (z. B. Pex3; Pex15) werden ins ER importiert und können 
über die Abschnürung präperoxisomaler Vesikel in reife Peroxisomen gelangen. Die peroxisomale 
Membran hat ihren Ursprung vermutlich ebenfalls im ER.  
b; Die Mehrzahl der PMPs wird von Pex19 im Zytoplasma erkannt. Nach der Anlagerung von Pex19 
an Pex3 werden diese PMPs in die peroxisomale Membran oder in die Membran von peroxisomalen 
Vorläufern inseriert.  
c; Pex5 bindet PTS1-Proteine im Zytoplasma, inseriert in die peroxisomale Membran und bildet dort 
eine multimere Pore zum Importieren der PTS1-Proteine.  
d; Pex7 bindet PTS2-Proteine im Zytoplasma. Der Mechanismus des Transports ist noch nicht genau 
untersucht, könnte aber Pex5 ähneln.  
Referenzen für a-d sind im Text zu finden.  
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Nach der Translokation von gebundenen peroxisomalen Matrixproteinen wird Pex5 wieder 
ins Zytoplasma freigesetzt (Dammai & Subramani, 2001). Die Energie für diese Freisetzung 
wird von den AAA-ATPasen Pex1 und Pex6 bereitgestellt, die in S. cerevisiae durch 
Interaktion mit dem Membranprotein Pex15 an Peroxisomen rekrutiert werden (Birschmann 
et al, 2003; Platta et al, 2005). Dabei erfolgt eine Monoubiquitinierung, die kritisch für die 
Freisetzung von Pex5 aus der Membran ist (Platta et al, 2007). Als E3-Ubiquitinligasen 
werden Komponenten aus dem RING-Finger Komplex diskutiert (Platta et al, 2009; Williams 
et al, 2008). Andere Arbeiten implizieren, dass Pex5 an sein Kargo gebunden in die Matrix 
der Peroxisomen überführt wird (Dammai & Subramani, 2001).  
Proteine mit PTS2-Motiv werden von dem ebenfalls vorwiegend zytoplasmatisch 
lokalisierten Rezeptor Pex7 detektiert und gebunden (Kunze et al, 2011; Rehling et al, 1996). 
Der Importmechanismus dieser Proteine hat vermutlich Ähnlichkeiten zum Pex5 abhängigen 
Import, ist aber noch weitgehend unerforscht (Rucktäschel et al, 2011, Abb. 1d). 
Peroxisomale Membranproteine enthalten meist eine Pex19 Bindestelle (mPTS), die aus einer 
Kombination von basischen und hydrophoben Aminosäuren besteht und werden durch das 
überwiegend im Zytoplasma befindliche Chaperon Pex19 erkannt (Jones et al, 2004; 
Rottensteiner et al, 2004; Abb. 1b). Sowohl integrale als auch periphere Membranproteine 
können von Pex19 gebunden werden (Fujiki et al, 2006). Nach der Erkennung seines 
Zielproteins dockt Pex19 nach der gängigen Modellvorstellung an das integrale PMP Pex3 an, 
um das Kargo in die peroxisomale Membran zu inserieren, wobei der Mechanismus noch 
nicht im Detail verstanden ist (Fang et al, 2004; Rucktäschel et al, 2011; Abb. 1b).  
Für einige Proteine wurde bereits gezeigt, dass sie zunächst in die ER-Membran und dann in 
die peroxisomale Membran eingefügt werden. Hierzu zählen beispielsweise die Peroxine 
Pex3 und Pex16, die beide vermutlich während ihrer Translation ins ER inseriert und von dort 
in Peroxisomen überführt werden (Fujiki et al, 2006; Hoepfner et al, 2005; Kim et al, 2006; 
Abb. 1a). In den beiden Pilzen Hansenula polymorpha und S. cerevisiae werden womöglich 
viele PMPs, vermittelt durch Sec61 oder den GET-Komplex, zunächst in die ER-Membran 
überführt (Otzen et al, 2004; van der Zand et al, 2010). Pex3 und Pex19 könnten dann im ER 
der Sortierung von PMPs dienen. Für Pex19 ist bereits bekannt, dass es für die Bildung von 
peroxisomalen Vesikeln ausgehend vom ER oder die Sortierung von Proteinen in diese 
Vesikel benötigt wird (Lam et al, 2010). Am Import von peroxisomalen Proteinen sind 
demnach unterschiedliche Systeme beteiligt zwischen denen es allerdings Überschneidungen 
gibt.  
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Manche Peroxine spielen keine Rolle beim Import von peroxisomalen Proteinen. Sie haben 
jedoch entscheidende Funktionen bei der Biogenese der Peroxisomen. Zum Beispiel ist das 
Peroxin Pex11 für die Teilung und Proliferation der Organellen notwendig (Thoms & 
Erdmann, 2005). Eine Deletion von pex11 in der Bäckerhefe resultiert in der Ausbildung von 
stark vergrößerten und in ihrer Menge reduzierten Peroxisomen und eine Überexpression von 
pex11 bewirkt eine gesteigerte Proliferation der Peroxisomen (Erdmann & Blobel, 1995; 
Marshall et al, 1995).  
Während der Proliferation vergrößern sich Peroxisomen zunächst, vermutlich durch Fusion 
mit vom ER stammenden Vesikeln und teilen sich anschließend (Motley & Hettema, 2007). 
Für die Teilung werden die Dynamin-verwandten Proteine Dnm1 und Vps1 benötigt 
(Hoepfner et al, 2001; Motley & Hettema, 2007; Nagotu et al, 2008). In S. cerevisiae wird die 
Vermehrung der Peroxisomen durch in Gegenwart von Lipiden stimuliert (Gurvitz & 
Rottensteiner, 2006). Die β-Oxidation von Fettsäuren ist ein Stoffwechselweg, der in den 
überwiegenden Zahl der Organismen ganz oder zumindest teilweise in Peroxisomen 
stattfindet (Poirier et al, 2006). 
1.1.2 Peroxisomen haben vielfältige und teilweise hochspezialisierte Funktionen 
Bei der peroxisomalen Oxidation von Fettsäuren entsteht neben reduziertem NADH giftiges 
Wasserstoffperoxid, das bei der Umwandlung von Acyl-CoA in Enoyl-CoA durch Acyl-CoA 
Oxidasen gebildet wird (Lazarow & De Duve, 1976). Das entstehende Wasserstoffperoxid 
wird in den Peroxisomen durch eine peroxisomale Katalase in Wasser und Sauerstoff 
umgesetzt (De Duve & Baudhuin, 1966).  
Die β-Oxidation von Fettsäuren ist zwar eine nahezu ubiquitäre Funktion der Peroxisomen, 
jedoch unterscheiden sich Organismen darin, ob die Enzyme der β-Oxidation entweder 
ausschließlich im Peroxisom oder noch zusätzlich in den Mitochondrien vorhanden sind 
(Gabaldón, 2010). In Pflanzen und einigen Pilzen findet der Abbau der Fettsäuren 
ausschließlich in den Peroxisomen statt (Graham & Eastmond, 2002; Shen & Burger, 2009). 
Bei anderen Pilzen hingegen sind die Peroxisomen spezialisiert für den Abbau längerer 
Fettsäuren und auch in Säugetieren werden sehr lange Fettsäuren (C24:0 und C26:0) 
ausschließlich in Peroxisomen umgesetzt (Singh et al, 1984; Wanders & Waterham, 2006). 
In Säugetieren sind eine ganze Reihe unterschiedlicher Funktionen der Peroxisomen entdeckt 
worden. Die tödliche Erbkrankheit „Zellweger Syndrom“ konnte mit der Abwesenheit 
funktioneller Peroxisomen und später mit Mutationen in bestimmten pex Genen in 
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Verbindung gebracht werden (Wanders & Waterham, 2006). Im Gewebe von Zellweger 
Patienten akkumulieren sehr lange Fettsäuren, gleichzeitig fehlt ein bestimmtes Etherlipid 
(Plasmalogen), das zur Entstehung von Myelin in Nervenzellen benötigt wird (Poulos et al, 
1986; Heymans et al, 1983). Ferner haben die Peroxisomen der Säugetiere Funktionen bei der 
Koordination des Herzstoffwechsels und in Testikeln, in denen die Synthese des 
Sexualhormons Testosteron möglicherweise zum Teil in Peroxisomen stattfindet (Islinger et 
al, 2010). Kontrolliert wird die Proliferation und die Zusammensetzung von Peroxisomen in 
vielen Tieren vor allem durch die im Zellkern befindlichen Trankriptionsfaktoren der PPAR-
Familie („peroxisome proliferator-activated receptor“), die durch Fettsäuren aktiviert werden 
können (Dreyer et al, 1993; Issemann et al, 1990).  
In einer Vielzahl von Organismen befinden sich in den Peroxisomen einige Enzyme für den 
Metabolismus von Purinen. Die Uratoxidase katalysiert die Oxidation von Urat zu Allantoin, 
einen Zwischenschritt beim Abbau der Purine und führt zudem zur Produktion von 
Wasserstoffperoxid (Islinger et al, 2010). Bereits in frühen Arbeiten konnte ein 
elektronendichter Kern im peroxisomalen Lumen identifiziert werden, der auf Proteinkristalle 
des Enzyms Uratoxidase zurückgeführt werden konnte (Lata et al, 1977; Tsukada et al, 
1966). 
In Pflanzen haben sich in unterschiedlichen Gewebetypen spezialisierte Peroxisomen 
entwickelt. In photosynthetisch aktiven Geweben befinden sich im Inneren der Peroxisomen 
Enzyme für den Stoffwechsel von Glykolat, das bei der Photorespiration gebildet wird 
(Bauwe et al, 2010). Eine abgewandelte Gruppe der Peroxisomen sind die Glyoxysomen, die 
neben den Enzymen für die Oxidation von Fettsäuren noch Enzyme des Glyoxylat-Wegs 
enthalten und bei der Keimung Öl-haltiger Samen benötigt werden (Graham, 2008). 
Glyoxysomen, die entscheidend für den Stoffwechsel von C2-Körpern sind, sind auch in 
Pilzen gefunden worden (Kunze et al, 2006; Zimmermann & Neupert, 1980).  
Einzellige und filamentöse Pilze zeichnen sich durch eine große Vielfalt peroxisomaler 
Prozesse aus (Van der Klei & Veenhuis, 2006b). Methylotrophe Hefen (z. B. H. polymorpha, 
Pichia pastoris) besitzen den größten Anteil Peroxisomen relativ zur Gesamtzelle, der bisher 
beobachtet werden konnte. In diesen Pilzen beinhalten die Peroxisomen Enzyme für den 
Abbau von Methanol, die in H. polymorpha bis zu 70% des gesamten zellulären Proteins 
ausmachen können und zur Ausbildung kristalliner Strukturen führen (Veenhuis et al, 1978; 
van der Klei & Veenhuis, 2006b). Außerdem sind peroxisomale Proteine in Pilzen an einer 
Reihe von biosynthetischen Prozessen beteiligt. Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass die 
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Synthese des Cofaktors Biotin in Pilzen und auch in Pflanzen teilweise in Peroxisomen 
stattfindet (Magliano et al, 2011; Tanabe et al, 2011).  
Pilze sind bekannt für die Synthese einer Vielfalt von Sekundärmetaboliten (Keller et al, 
2005). Ein bekanntes Beispiel ist das β-Lactam Antibiotikum Penicillin, welches von 
Penicillium chrysogenum und Aspergillus nidulans produziert wird und der Abwehr 
bakterieller Konkurrenz dient (Brakhage et al, 2004). In beiden Ascomyceten finden Teile der 
Biosynthese dieses Antibiotikums in den Peroxisomen statt (Müller et al, 1991; Spröte et al, 
2009). Ferner konnte eine Reihe weiterer Stoffwechselwege für Sekundärmetaboliten mit 
Peroxisomen in Verbindung gebracht werden (Bartoszewska et al, 2011). Beispielsweise 
besitzen die Enzyme für die Biosynthese bestimmter Toxine des phytopathogenen Pilzes 
Alternaria alternata PTS1-Motive (Imazaki et al, 2010).  
Eine hochspezialisierte Abwandlung von Peroxisomen sind die „Woronin Bodies“ mancher 
Ascomyceten, die bei Verletzung zum Verschluss der Septenporen verwendet werden und vor 
dem unkontrollierten Verlust von Zytoplasma schützen (Jedd & Chua, 2000).  
1.1.3 Peroxisomale Proteine mit dualer Lokalisierung 
Einige peroxisomale Enzyme/Proteine befinden sich nicht nur in den Peroxisomen, sondern 
sind teilweise oder überwiegend auch in anderen Organellen oder im Zytoplasma lokalisiert. 
So konnten beispielsweise das peroxisomale Membranprotein Pex16 aus Pflanzen und die 
Peroxine Pex30 bzw. Pex31 aus P. pastoris sowohl im ER als auch in Peroxisomen 
nachgewiesen werden (Karnik & Trelease, 2005; Yan et al, 2008).  
Für eine Reihe von Stoffwechselreaktionen konnte gezeigt werden, dass sie sowohl im 
Peroxisom als auch in anderen Organellen oder im Zytoplasma stattfinden. Dies rührt in 
vielen Fällen daher, dass Enzyme mit vergleichbarer Substratspezifität unterschiedliche 
Zielsteuerungssequenzen enthalten. Beispielsweise sind im Genom von S. cerevisiae drei 
Malatdehydrogenasen codiert, die jeweils nur in Mitochondrien, Peroxisomen bzw. dem 
Zytoplasma lokalisieren (McAlister-Henn et al, 1995; Minard & McAlister-Henn, 1991; Van 
Roermund et al, 1995). Es können aber auch unterschiedliche Isoformen vom gleichen Gen 
codiert sein und durch transkriptionelle bzw. posttranskriptionelle Mechanismen 
unterschiedliche Zielsteuerungssequenzen erhalten. So werden peroxisomale, mitochondriale 
und zytoplasmatische Varianten der NADP abhängigen Isocitratdehydrogenase in A. nidulans 
durch alternative Transkriptionsstarts vom gleichen Gen aus gebildet (Szewczyk et al, 2001). 
Isoformen mit unterschiedlichem Lokalisationssignal können ebenfalls durch alternatives 
Einleitung 9 
Spleißen vom selben Gen aus erzeugt werden und damit zu einer dualen Lokalisation des 
entsprechenden Proteins in die Peroxisomen und andere Kompartimente beitragen (Mano et 
al, 2000; Strijbis et al, 2012). Eine weitere Möglichkeit, die Lokalisation eines Proteins zu 
determinieren, sind Modifikationen des Proteins nach der Translation. Die Glycerol-3-
Phosphat Dehydrogenase Gpd1 aus S. cerevisiae wird in der Nähe des PTS2-Motivs 
phosphoryliert, was den Import in die Peroxisomen verhindert (Jung et al, 2010). Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass Proteine mehrere Lokalisierungssignale für Organellen 
aufweisen können, die miteinander konkurrieren (Hooks et al, 2012; Oda et al, 1982). Für 
diese Proteine wird angenommen, dass N-terminle Signale für Mitochondrien oder 
Chloroplasten eher dominant gegenüber den C-terminalen PTS1-Motiven sind (Danpure, 
1997). 
1.2 Glykolyse und Gluconeogenese: Eine Übersicht 
Die Glykolyse und die Gluconeogenese sind zentrale, in Prokaryoten und Eukaryoten 
verbreitete und gegenläufige Stoffwechselwege. Die Glykolyse dient der Gewinnung von 
Energie durch den schrittweise erfolgenden Abbau von Zucker (Voet et al, 2010). Bei der 
Glykolyse wird Glucose zu Pyruvat oxidiert und dabei reduziertes NADH und ATP gebildet. 
Eine Übersicht der beteiligten Reaktionen und Enzyme ist in Abbildung 2 dargestellt 
(Muirhead & Watson, 1992).  
Die Mehrzahl der glykolytischen Reaktionen kann auch in entgegengesetzter Richtung 
ablaufen und dient dann der Herstellung von Zucker (Gluconeogenese). Ausschließlich in 
glykolytischer Richtung arbeiten die Enzyme Phosphofructokinase (PFK) und die 
Pyruvatkinase. Bei der Gluconeogenese wird die PFK durch die Fructose-1,6-Bisphosphatatse 
(FBPase) ersetzt, während Phosphoenolpyruvat ausgehend von Pyruvat über Oxalacetat 
gebildet wird (Voet et al, 2010). Diese Reaktionen werden von den Enzymen 
Pyruvatcarboxylase und Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK) katalysiert.  
Die Glykolyse und Gluconeogenese sind eng verknüpft mit dem zellulären Bedarf an 
Reduktionsäquivalenten und an ATP. Dabei gilt die PFK als Schlüsselenzym und unterliegt 
einer komplexen allosterischen Regulation durch ATP, welches sowohl als Substrat als auch 
in einer zweiten Bindestelle als Inhibitor dient (Schirmer & Evans, 1990). Dem 
inhibitorischen Effekt von ATP wirken ADP, AMP und in vielen Organismen Fructose-2,6-




Abbildung 2: Die Glykolyse 
Die Abbildung zeigt die Reaktionen im Verlauf der Glykolyse und die zugehörigen Enzyme und Ko-
Faktoren. Abkürzungen: G6P = Glucose-6-Phosphat, F6P = Frucose-6-Phosphat, FBP = Fructose-
1,6-bisphosphat, DHAP = Dihydroxyacetonphosphat, GAP = Glycerinaldehyd-3-Phosphat, BPG = 1,3-




Fructose-2,6-bisphosphat wird durch die PFK2 gebildet und inhibiert noch die FBPase. Damit 
werden die Reaktionen in glykolytische Richtung gelenkt (Okar et al, 2001). Direkt reguliert 
sind darüber hinaus noch die Enzyme Hexokinase und Pyruvatkinase (Voet et al, 2010). In 
Pflanzen ist Phosphoenolpyruvat ein entscheidender Inhibitor der PFK, während Fructose-
2,6-bisphosphat keine derartige Funktion hat (Plaxton, 1996).  
Des Weiteren unterliegen die beteiligten Enzyme einer komplexen transkriptionellen 
Regulation ausgelöst durch verschiedene Signale, die sehr spezifisch vom jeweiligen 
Organismus bzw. Zelltyp abhängen (Desvergne et al, 2006; Moore et al, 1991; Plaxton, 
1996).  
In einer Gruppe eukaryotischer Parasiten wurde eine Sonderform der Peroxisomen entdeckt 
(Michels et al, 2006). Diese Parasiten, zu denen Trypanosomen gehören, besitzen sogenannte 
Glycosomen, in denen sich der überwiegende Teil der glykolytischen Enzyme befindet, die in 
den meisten anderen Organismen im Zytoplasma lokalisiert sind (Opperdoes & Borst, 1977). 
Glycosomen sind essentielle Zellbestandteile, in denen die Kompartimentierung der 
glykolytischen Enzyme eine sogenannte Turbo-Explosion der Glykolyse verhindert, die durch 
drastische Reduzierung des zellulären ATP-Pools verheerende Auswirkungen für Zellen 
haben kann (Guerra-Giraldez et al, 2002; Haanstra et al, 2008). 
1.3 Ustilago maydis 
Die Erforschung der Infektionsmechanismen phytopathogener Mikroorganismen ist 
bedeutsam, da im Hinblick auf das weltweit stetige Bevölkerungswachstum 
agrarwirtschaftliche Flächen optimal genutzt und Ernteausfälle durch Schädlinge minimiert 
werden müssen. Phytopathogene Pilze sind in beträchtlichem Ausmaß an Ernteeinbußen 
wichtiger Kulturpflanzen beteiligt (Dean et al, 2012).  
So ist Magnaporthe grisea verantwortlich für die jährlichen Ernteausfälle bei Reispflanzen, 
die für die Ernährung von etwa 60 Millionen Menschen ausreichen würden (Dean et al, 2005; 
Wilson & Talbot, 2009). Im Gegensatz zu M. grisea ist der Basidiomycet U. maydis 
agrarwirtschaftlich betrachtet ein harmloser Pflanzenschädling. Trotzdem ist der Pilz als 
Modell für Pflanzenschädlinge etabliert worden, vor allem weil er genetisch gut zugänglich 
ist und zu einer großen, für die Forschung weit weniger zugänglichen Gruppe von 
Pathogenen, den Brand- und Rostpilzen, gehört (Brefort et al, 2009). Brand- und Rostpilze 
sind zumeist intrazelluläre, biotrophe Parasiten, die auf lebendes Gewebe ihrer Wirtspflanze 
angewiesen sind (Martinez-Espinoza et al, 2002; Mendgen & Hahn, 2002).  
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1.3.1 Der Lebenszyklus von U. maydis ist mit seiner pathogenen Entwicklung 
verknüpft 
Der biotrophe Basidiomycet U. maydis ist der Erreger des Maisbeulenbrands, der auf seiner 
Wirtspflanze die Bildung von Tumoren induziert, in denen schwarz gefärbte Teliosporen 
heranreifen (Christensen, 1963; Abb. 3). Diese Teliosporen erwecken bei infizierten Teilen 
der Maispflanzen den Anschein von Verbrennungen, was ursächlich für die Namensgebung 
des Pathogens und der Krankheit war (lat. ustilare = verbrennen).  
Die Auskeimung der Sporen geht mit der Meiose einher und führt zur Ausbildung haploider 
Zellen (Sporidien), die sich saprophytisch ernähren und hefeartig teilen (Abb. 4). Für den 
Übergang in die pathogene Phase ist die Fusion zweier kompatibler Sporidien mit 




Abbildung 3: U. maydis induzierte Tumoren 
Die Abbildung zeigt reife Tumoren an Maispflanzen (Fotos mit freundlicher Genehmigung von Annette 
Freitag) 
 
U. maydis besitzt zwei unterschiedliche Paarungstyploci. (Banuett & Herskowitz, 1989; 
Holliday, 1961; Puhalla, 1970). Der biallelische a-Locus codiert für ein 
Pheromon/Rezeptorsystem und ist notwendig für die Fusion von haploiden Zellen, die im 
Zellzyklus arretieren, als Konjugationshyphen entlang eines Pheromongradienten aufeinander 
zuwachsen und schließlich an ihren Spitzen fusionieren (Bölker et al, 1992; García-Muse et 
al, 2003, Snetselaar & Mims, 1992; Snetselaar, 1993; Spellig et al, 1994; Abb. 4). 
Nach der Fusion wird die weitere pathogene Entwicklung maßgeblich vom multiallelischen b-
Locus determiniert, der für zwei Homeodomänen-Transkriptionsfaktoren (bE und bW) 
codiert, die bei unterschiedlichem Paarungstyp Heterodimere ausbilden und damit die 
Einleitung 13 
Bildung eines dikaryotischen Filaments ermöglichen (Day et al, 1971; Gillissen et al, 1992; 
Kämper et al, 1995; Puhalla, 1970; Schulz et al, 1990).  
Im dikaryotischen Filament bilden sich regelmäßige Septen aus, die den mit Zytoplasma 
gefüllten Spitzenbereich von leeren Segmenten abtrennen und relevant für die effiziente 
Penetration der Wirtspflanze sind (Banuett & Herskowitz, 1994; Freitag et al, 2011; Abb. 4). 
Der Zellzyklus ist in diesem Entwicklungsstadium in der G2-Phase arretiert (Snetselaar & 
Mims, 1992; Mielnichuk et al, 2009). Auf der Blattoberfläche nimmt der Pilz 
Hydrophobizität wahr und differenziert an der Spitze des Filaments ein Appressorium als 
Infektionsstruktur aus, mit der er die Oberfläche penetriert (Lanver et al, 2010; Mendoza-
Mendoza et al, 2009; Snetselaar & Mims, 1992; Abb. 4). 
 
Abbildung 4: Der Lebenszyklus von Ustilago maydis 
In der schematischen Darstellung sind Illustrationen der verschieden Phasen während der 
Entwicklung von U. maydis zu sehen. Nähere Informationen zu den einzelnen Phasen sind im Text zu 
finden (verändert nach Kämper et al, 2006). 
 
Nach erfolgreicher Penetration wird der Zellzyklusarrest wieder aufgehoben und der Pilz 
beginnt in der Pflanze durch mitotische Teilungen als dikaryotische Hyphe zu proliferieren 
(Snetselaar & Mims, 1993; Abb. 4). Bei den mitotischen Teilungen werden Schnallen 
gebildet, die für die Verteilung der Kerne benötigt werden und von dem b-regulierten Protein 
Clp1 abhängig sind (Scherer et al, 2006). Clp1 ist außerdem entscheidend für die 
Wiederaufnahme des Zellzyklus, indem es b negativ reguliert (Heimel et al, 2010). Für die 
Etablierung der biotrophen Interaktion zwischen U. maydis und seiner Wirtspflanze ist es für 
den Pilz unerlässlich, Effektoren zu sezernieren, die gezielt die Immunantwort und den 
Stoffwechsel der Pflanze verändern (Djamei et al, 2011; Djamei & Kahmann, 2012; 
Doehlemann et al, 2009). Die Gene für diese Effektoren sind häufig in Genclustern 
organisiert (Kämper et al, 2006). 
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Nach etwa vier Tagen erfolgt unter Gewächshausbedingungen die Induktion von Tumoren, 
die mit einer erheblichen Vergrößerung der pflanzlichen Zellen einhergeht (Doehlemann et al, 
2008; Snetselaar & Mims, 1994). In diesen Tumoren akkumuliert Pilzmaterial, es kommt zur 
Karyogamie und anschließend zur Bildung diploider Teliosporen (Banuett & Herskowitz, 
1996). Diese können dann durch Regen, Wind oder Tiere verbreitet werden, bevor der 
Lebenszyklus von neuem beginnt (Christensen, 1963).  
1.3.2 U. maydis als Modellorganismus für die Molekular- und Zellbiologie 
Neben den Untersuchungen zur pathogenen Entwicklung dient U. maydis schon seit geraumer 
Zeit dem Studium grundlegender biologischer Fragestellungen. Der Pilz eignet sich für 
derartige Untersuchungen aufgrund seiner Zugänglichkeit für genetische bzw. revers 
genetische Ansätze, seiner kurzen Verdopplungszeit von etwa zwei Stunden und der 
Entschlüsselung seines Genoms (Kämper et al., 2006).  
Schon lange vor der Sequenzierung von Genomen wurde der Pilz für Studien von 
Rekombination und DNA-Reparatur verwendet (Holliday, 2004). Viele mechanistische 
Einsichten zu diesen Themen wurden mithilfe von U. maydis generiert, z. B. die erstmalige 
Identifizierung eines Homologs des bakteriellen Rekombinationsproteins RecA in Eukaryoten 
(Holloman et al, 2008). Außerdem codiert der Basdiomycet U. maydis im Gegensatz zu 
vielen Ascomyceten für ein Homolog von BRCA2 („breast cancer suscebtibility gene“), das 
die Interaktion von RAD51 mit einzelsträngiger DNA koordiniert (Holloman, 2011). 
Neben der Nutzung von U. maydis als Forschungsobjekt für die Untersuchungen der DNA-
Reparatur wurde der Pilz in den letzten Jahren vermehrt für die Erforschung unterschiedlicher 
biologischer Fragestellungen verwendet. So eignet sich U. maydis zum Beispiel für die 
Charakterisierung von Langstreckentransport, da sich b-abhängige Hyphen in axenischer 
Kultur mithilfe von induzierbaren Promotoren einfach erzeugen lassen (Brachmann et al, 
2001; Steinberg & Perez-Martin, 2008). 
U. maydis ist wie eine ganze Reihe anderer Pilze in der Lage, unterschiedliche 
Sekundärmetaboliten zu produzieren (Bölker et al, 2008). Es konnten bereits zwei 
„Gencluster“ charakterisiert werden, die für Enzyme codieren, welche für die Synthese von 
Varianten der beiden extrcellulären Glykolipide Ustilaginsäure (UA) und 
Mannosylerythritollipid (MEL) verantwortlich sind (Hewald et al, 2005, 2006; Teichmann et 
al, 2007).  
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1.4 Fragestellung 
Bei der Charakterisierung von PolyA-Signalen in U. maydis fiel auf, dass das Gen für die 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) neben der normalen 
zytoplasmatischen Isoform noch für eine alternative Isoform mit PTS1-Motiv codiert, die 
durch differentielles Spleißen und alternative Polyadenylierung gebildet wird. Die 
Charakterisierung der peroxisomalen Isoform der GAPDH stand danach im Vordergrund 
dieser Arbeit. Dafür sollte sowohl die Lokalisation und die biologische Funktion dieser 
GAPDH Isoform untersucht werden. Außerdem war ein Ziel dieser Arbeit, peroxisomale 
Varianten weiterer glykolytischer Enzyme zu identifizieren und festzustellen, ob 
glykolytische Enzyme auch in anderen Organismen Isoformen mit PTS1-Motiv besitzen. Die 
Charakterisierung peroxisomaler Proteine sollte zudem auf Proteine von U. maydis 
ausgedehnt werden, die keinen direkten Zusammenhang mit der Glykolyse haben. Ferner 









2.1 Die Untersuchung von PolyA-Signalen in U. maydis führte zur 
Identifizierung alternativer Transkript-Varianten für die GAPDH  
2.1.1 Etablierung eines Testsystems zur Untersuchung von PolyA-Signalen in 
U. maydis 
Da die Insertion heterologer Gene in das Genom von U. maydis häufig zu einer vorzeitigen 
Polyadenylierung im offenen Leserahmen führt, stellte sich zu Beginn dieser Arbeit die 
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Frage, welche Signale in U. maydis Polyadenylierung auslösen (Ladendorf et al, 2003; 
Zarnack et al, 2006). Weder bei der Analyse von U. maydis Transkripten noch bei einer 
bioinformatischen Suche im U. maydis Genom konnten bisher deutlich angereicherte Motive 
am 3’Ende von Genen entdeckt werden, die als PolyA-Signale dienen könnten (Doyle et al, 
2011; J. Freitag & M. Bölker, nicht publiziert). Diese Untersuchungen weisen auf eine hohe 
Redundanz derartiger Signale in U. maydis hin und könnten somit die vorzeitige 
Polyadenylierung von Transkripten heterologer Gene erklären. Um diese Hypothese 
experimentell zu bestätigen, sollte ein Testsystem zur Charakterisierung der PolyA-Signale 
von U. maydis entwickelt werden. Zu diesem Zweck wurde ein experimenteller Ansatz 
konzipiert, dessen Funktionsweise auf einem konservierten Kontrollmechanismus beruht. 
Eukaryotische Zellen nutzen Introns oder besonders lange Sequenzen hinter einem offenen 
Leserahmen (ORF), um fehlerhafte Transkripte mit „nonsense“-Mutationen bei der 
Translation zu erkennen und abzubauen (nonsense mediated decay (NMD); Stalder & 
Mühlemann, 2008). Endet ein Gen mit einer solchen destabilisierenden Sequenz, sollte die 
Einführung eines funktionellen polyA-Signals zu einer deutlichen Stabilisierung der 
entstehenden mRNA führen (Abb. 5a und 5c). Um den Mechanismus des NMD in einem 
Testsystem zur Untersuchung von potentiellen PolyA-Signalen zu benutzen, wurde das grün 
fluoreszierende Protein (GFP) als Reporter verwendet (Tsien, 1998). 
Zur Umsetzung dieses Systems wurde ein Intron aus dem U. maydis Gen rac1 (um00074 aus 
MIPS Ustilago maydis Data Base) siebzig Nukleotide stromabwärts des ORFs von gfp in 
einen Vektor inseriert, der die konstitutive Expression von GFP unter Kontrolle des otef-
Promotors erlaubt (Spellig et al, 1996). Es konnte bereits gezeigt werden, dass in anderen 
Systemen der Abstand zwischen dem letzten Intron und dem vorzeitigen Stopcodon 
mindestens fünfzig Nukleotide betragen muss, um NMD auszulösen und ein Transkript 
effektiv zu destabilisieren (Nagy & Maquat, 1998). In einem zweiten Ansatz wurde der ca. 
3,3 kb lange Leserahmen von cdc24 (um02422) hinter das Stopcodon von gfp kloniert.  
Beide Konstrukte wurden in den ip-Locus des U. maydis Stamms Bub8 integriert und auf ihre 
Expression hin untersucht (Schulz et al, 1990) Dieser Wildtypstamm dient auch als 
Hintergrund für die meisten nachfolgenden Experimente. Der ip-Locus („iron-sulfur 
protein“; sdh2: um00844) erlaubt eine ortsspezifische Integration von DNA. Dabei wird eine 
mutierte Version der Succinatdehydrogenase (ipR) eingeführt, die dem Pilz Resistenz gegen 
das Fungizid Carboxin verleiht (Broomfield & Hargreaves, 1992).  
Sowohl die Insertion des Introns als auch die der langen Sequenz aus cdc24 führte zu einer 
deutlichen Reduzierung des GFP-Signals im Vergleich zu einem Kontrollstamm, der gfp ohne 
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Destabilisierungssequenz enthielt (Abb. 5a). Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen in 
Kombination mit quantitativer „realtime“ PCR (qRT-PCR) zeigten, dass durch die lange 
Sequenz die Expression von GFP drastischer verringert wurde als durch das Intron (Abb. 5a 
und b). Folglich wurde das Plasmid mit der langen Sequenz stromabwärts von gfp zur 
Untersuchung von polyA-Motiven verwendet. 
 
Abbildung 5: Testsystem zur Charakterisierung von polyA-Signalen 
a; Links sind die drei GFP-Reporterkonstrukte schematisch dargestellt, die sich jeweils in ihrer 
3’untranslatierten Region (3’UTR) unterscheiden. Die Stärke der GFP-Expression repräsentativer 
Transformanden ist rechts gezeigt. Die Fotos von U. maydis Zellen sind den Konstrukten in der 
gleichen Reihe zugeordnet.  
b; Die Menge an gfp-mRNA wurde mit qRT-PCR ermittelt. Die Nummerierung entspricht der 
Nummerierung in a. Standardabweichungen ergaben sich aus drei biologischen Replikaten.  
c; Der Nos-Terminator wurde zwischen den ORF von gfp und die destabilisierende 3’UTR inseriert 
und das resultierende Konstrukt in U. maydis transformiert. Die Stärke der GFP-Fluoreszenz kann mit 
a verglichen werden. 
 
Die Insertion eines funktionellen polyA-Signals zwischen das Stopcodon von gfp und die 
lange destabilisierende Sequenz sollte zum Abbruch der Transkription und zur Bildung eines 
stabilen Transkripts mit kurzer 3’UTR führen (Abb. 5c). Daher sollte die Stärke des GFP-
Signals mit der Effizienz der Polyadenylierung korrelieren. So führte die Insertion des Nos-
Terminators aus Agrobacterium tumefaciens zu einer deutlich gesteigerten GFP-Fluoreszenz 
(Abb. 5c; Bevan et al, 1983). Für den Nos-Terminator war bereits bekannt, dass er ein in 
U. maydis funktionelles polyA-Signal beinhaltet (Spellig et al, 1996).  
2.1.2 Alternative Transkripte von gapd entstehen durch differentielles Spleißen 
und alternative Polyadenylierung in U. maydis  
Um die mechanistischen Grundlagen vorzeitiger Polyadenylierung heterologer Gene in 
U. maydis zu verstehen, wurde eine Vielzahl von Sequenzen untersucht. Es konnte ein Modell 
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entwickelt werden, welches den Aufbau und die Erkennung von polyA-Signalen in U. maydis 
deutlich von anderen Organismen wie dem Ascomyceten S. cerevisiae abgrenzt (Johannes 
Freitag & Torsten Stehlik, unveröffentlichte Daten).  
Während der Charakterisierung von polyA-Signalen aus U. maydis wurde eine überraschende 
Beobachtung gemacht, die zu der zentralen Fragestellung dieser Arbeit führte. Das Gen gapd 
(um02491) aus U. maydis, das für das glykolytische Enzym GAPDH codiert, enthält zwei 
polyA-Signale und ein Intron direkt am Ende des codierenden Bereichs (Abb. 6a). Durch eine 
Kombination von alternativem Spleißen und alternativer Polyadenylierung werden drei 
verschiedene Transkripte gebildet (Abb. 6a).  
 
 
Abbildung 6: Alternative Transkripte von gapd aus U. maydis 
a, Das Schema zeigt das für die GAPDH codierende Gen gapd aus U. maydis. (I) und (II) weisen auf 
alternative Spleißstellen hin. (pA1) und (pA2) symbolisieren polyA-Stellen. Durch das Spleißen an 
Position (I) ensteht ein verlängerter in Hellblau hervorgehobener Leserahmen. Im unteren Teil ist der 
relevante Bereich für die Prozessierung im Detail dargestellt. Spleißstellen sind unterlegt und 
Stopcodons sind unterstrichen.  
b, Das Diagramm enthält die Ergebnisse von qRT-PCR Experimenten. Fehlerbalken ergaben sich aus 
der Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Die nachfolgende Analyse von cDNA-Daten (http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/) ergab, 
dass die Mehrheit der Transkripte im Intron polyadenyliert und deshalb nicht gespleißt wird, 
während durch differentielles Spleißen zwei unterschiedliche Versionen gebildet werden 
können, die an der zweiten Polyadenylierungsstelle enden (Abb. 7).  
Das Verhältnis der drei Isoformen wurde mit einer qRT-PCR genau bestimmt. Es zeigte sich, 
dass etwa 80% der gapd Transkripte durch eine Polyadenylierung im Intron entstanden sind 
und nur jeweils ungefähr 10% der Transkripte den beiden Spleißvarianten entsprachen (Abb. 
6b). Das für die GAPDH codierende Transkript wird in U. maydis also tatsächlich alternativ 
gespleißt und polyadenyliert.  
Ergebnisse 19 
2.2 Versteckte Varianten der glykolytischen Enzyme GAPDH und PGK 
enthalten Zielsteuerungssequenzen für Peroxisomen in U. maydis  
2.2.1 Alternatives Spleißen führt zur Bildung einer peroxisomalen Isoform von 
GAPDH 
Da alternatives Spleißen in Pilzen ungewöhnlich ist und es sich bei der GAPDH um ein 
entscheidendes Enzym des zentralen Stoffwechsels handelt, wurden die drei unterschiedlichen 
GAPDH codierenden mRNA-Isoformen genauer untersucht.  
 
Abbildung 7: U. maydis codiert für eine Isoform der GAPDH mit PTS1 
Oben ist ein Schema des gapd Gens von U. maydis dargestellt. Spleißstellen sind mit (I) und (II) 
bezeichnet. pA1 bzw. pA2 markiert die Position der polyA-Signale. Der charakteristische Anteil des 
PTS1-Motivs ist in hellblau hervorgehoben. In der Mitte ist der Bereich mit Relevanz für alternative 
Prozessierung detaillierter gezeigt. Spleißstellen sind unterlegt und Stopcodons unterstrichen. Die 
Tabelle gibt Auskunft über die Expressionsdaten und die unterschiedlichen C-Termini der einzelnen 
Isoformen. EST steht für „expressed sequence tag“. Der Wert für die PTS1-Vorhersage wurde mit 
dem Programm PTS1-Predictor ermittelt. 
Es fiel auf, dass eine der gespleißten Varianten für ein am C-Terminus um fünf Aminosäuren 
verlängertes Protein codiert (Abb. 7). Diese verlängerte Isoform endet auf die Peptidsequenz 
Serin-Arginin-Leucin (SRL), die stark an das prototypische PTS1-Motiv Serin-Lysin-Leucin 
(SKL) erinnert (Gould et al, 1989). Einen ersten Hinweis darauf, dass es sich bei dieser 
verlängerten Version tatsächlich um ein peroxisomales Protein handelt, lieferte eine 
bioinformatorische Vorhersage. Mithilfe des Programms PTS1-Predictor kann prognostiziert 
werden, ob eine C-terminale Sequenz ein PTS1-Motiv beinhaltet (Neuberger et al, 2003a, 
2003b). Die zu überprüfende Sequenz wird hierfür mit einer Reihe bekannter peroxisomaler 
bzw. nicht peroxisomaler Proteine unterschiedlicher Organismen verglichen. Aus diesem 
Vergleich ergibt sich ein Wert, der die Wahrscheinlichkeit beschreibt, mit der eine Test-
Sequenz ein funktionelles PTS1-Motiv beinhaltet. Ein positiver Wert spricht für eine 
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peroxisomale Lokalisierung, während ein deutlich negativer Wert die Funktion einer Sequenz 
als PTS1 unwahrscheinlich macht. Da zwar die Funktion einer Peptidsequenz als PTS1 
maßgeblich von den letzten drei Aminosäuren am C-Terminus determiniert ist, jedoch auch 
von deren Kontext noch beeinflusst werden kann, werden für diese Analyse die letzten zwölf 
Aminosäuren miteinbezogen (Brocard & Hartig, 2006; Neuberger et al, 2003a, 2003b). Für 
die längere GAPDH-Isoform wurde ein Wert von 10,1 erhalten, der auf eine peroxisomale 
Lokalisierung dieses Proteins hinweist. Der kürzeren Isoform wurde ein negativer Wert 
zugeordnet, der eine peroxisomale Lokalisation entsprechend unwahrscheinlich macht 
(Abb. 7). 
Um diese Vorhersage auch experimentell zu überprüfen, sollte die subzelluläre Lokalisierung 
der GAPDH-Isoformen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden GFP an die 
zytoplasmatische bzw. die peroxisomale GAPDH-Isoform (GFP-GAPDHcyt und GFP-
GAPDHpex) fusioniert. Außerdem wurde gfp an gapd mit natürlicher 3’UTR fusioniert (GFP-
GAPDH). So können zytoplasmatische und peroxisomale Isoformen in einer Zelle mit GFP 
markiert sein und damit indirekt alternatives Spleißen nachgewiesen werden. Die 
resultierenden Plasmide wurden in den ip-Locus von U. maydis integriert. Alle diese 
Varianten wurden unter Kontrolle des otef-Promotors exprimiert.  
Sowohl GFP-GAPDH als auch GFP-GAPDHcyt lagen im Zytoplasma diffus verteilt vor 
(Abb. 8a). GFP-GAPDHpex befand sich hingegen zum Teil in punktförmigen Strukturen, in 
denen auch das rot fluoreszierende Fusionsprotein mCherry („monomeric Cherry“) mit C-
terminalem SKL-Motiv (mCherry-SKL) akkumulierte (Abb. 8a; Shaner et al, 2004). 
mCherry-SKL war auch in den gleichen Strukturen zu beobachten wie die peroxisomale 
Thioesterase (Pte1; Um00334) aus U. maydis, für die eine peroxisomale Lokalisation aus der 
Bäckerhefe bereits bekannt war (Abb. 8b; Jones et al, 1999). 
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Abbildung 8: Die verlängerte Isoform der GAPDH lokalisiert in den Peroxisomen von U. maydis 
a; Die Lokalisation der drei angegebenen GFP-GAPDH Fusionsproteine wurde in Zellen untersucht, 
die zusätzlich das peroxisomale Markerprotein mCherry-SKL enthielten.  
b; Es sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines U. maydis Stamms gezeigt, der sowohl 
mCherry-SKL als auch GFP-Pte1 exprimiert.  
a und b; Im „Merge“ ist eine Überlagerung des roten und des grünen Kanals zu sehen. Der 
Größenstandard entspricht 10 µm. 
 
Alle diese Ergebnisse zeigen, dass in U. maydis neben der zytoplasmatischen GAPDH eine 
zusätzliche peroxisomale Isoform der GAPDH gebildet wird. Diese peroxisomale Fraktion 
wird vermutlich bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von GFP-GAPDH 
Stämmen von der zytoplasmatischen Fraktion überlagert und ist dann erkennbar, wenn nur die 
gespleißte Isoform mit PTS1 an GFP fusioniert war. 
2.2.2 Das Überlesen des Stopcodons führt zur Bildung einer peroxisomalen PGK 
Isoform  
Die überraschende Lokalisierung einer Isoform des glykolytischen Enzyms GAPDH in den 
Peroxisomen von U. maydis war der Anlass für die Suche nach weiteren glykolytischen 
Enzymen mit versteckten PTS1-Motiven. Auch bei intensiver Betrachtung der 
entsprechenden Gene wurden keine weiteren Anzeichen für die Bildung peroxisomaler 
Isoformen durch alternatives Spleißen entdeckt.  
Allerdings fiel auf, dass das Überlesen des Stopcodons von pgk1 (um04871) bei der 
Translation zur Synthese eines verlängerten Proteins führt, das auf Prolin-Lysin-Leucin 
(PKL) endet und laut Vorhersage in Peroxisomen lokalisiert (Abb. 9). pgk1 codiert für die 
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Abbildung 9: Durch Überlesen des ersten Stopcodons entsteht eine Variante der PGK mit PTS1 
Oben ist schematisch das pgk1 Gen aus U. maydis dargestellt. (a) und (b) zeigen die Position von 
Stopcodons an. Das PTS1-Motiv ist hellblau unterlegt. Der detailliertere Ausschnitt in der Mitte 
verdeutlicht das Zustandekommen einer verlängerten Isoform mit PTS1 durch Überlesen des ersten 
Stopcodons (unterstrichen). Der charakteristische Anteil des PTS1-Motivs ist hellblau unterlegt. Die 
untere Tabelle gibt Auskunft über das Verhältnis der beiden Isoformen (siehe Abschnitt 2.2.3) und die 
zugehörige PTS1-Vorhersage. 
 
In Analogie zu den vorhergehenden Experimenten wurden verschiedene PGK Isoformen an 
GFP fusioniert und in U. maydis exprimiert. Das pgk1-Gen wurde dabei sowohl inklusive als 
auch exklusive der Sequenz nach dem Stopcodon an gfp fusioniert (GFP-PGK bzw. GFP-
PGKcyt). Fehlt der Bereich direkt hinter dem Stopcodon, kann keine verlängerte Isoform mit 
PTS1 erzeugt werden. Außerdem wurde ein Plasmid hergestellt, das eine mutierte Variante 
von pgk1 fusioniert an gfp enthält, in der das erste Stopcodon TGA durch das Serincodon 
TCA ersetzt wurde, so dass die verlängerte Version konstitutiv entsteht (GFP-PGKpex). 
 
 
Abbildung 10: Eine Isoform der PGK lokalisiert in den Peroxisomen von U. maydis 
Die Lokalisation der drei angegebenen GFP-PGK Fusionsproteine wurde in einem Stamm untersucht, 
der das peroxisomale Markerprotein mCherry-SKL enthielt. Im „Merge“ ist eine Überlagerung des 
roten und des grünen Kanals zu sehen. Der Größenstandard entspricht 10 µm. 
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Während GFP-PGK und GFP-PGKcyt im Zytoplasma verteilt vorlagen, befand sich das 
Fusionsprotein GFP-PGKpex größtenteils in den Peroxisomen und lokalisierte eindeutig 
zusammen mit mCherry-SKL (Abb. 10). Demnach entsteht durch das Überlesen des ersten 
Stopcodons eine peroxisomale Isoform der PGK. Allerdings konnte mit diesen Experimenten 
noch nicht gezeigt werden, ob und in welchem Ausmaß dieses Stopcodon tatsächlich 
überlesen wird. 
2.2.3 Das Überlesen des Stopcodons erzeugt einen erheblichen Anteil 
peroxisomaler PGK 
Um den Anteil peroxisomaler PGK bestimmen zu können, wurden Plasmide hergestellt, die 
eine Unterscheidung zwischen normaler Termination der Translation und dem Überlesen des 
Stopcodons ermöglichen. Zunächst wurde eine GFP-Fusion erzeugt, bei der gfp drei 
Nukleotide hinter das Stopcodon von pgk1 fusioniert wurde (PGK•GFP1). Es konnte in 
anderen Systemen gezeigt werden, dass der Sequenzkontext TGA (Stopcodon) gefolgt von 
einem Cytosin entscheidend zum Überlesen dieses Stopcodons beiträgt (Abb. 11a; Bertram et 
al, 2001).  
 
Abbildung 11: Durch das Überlesen des ersten Stopcodons entsteht eine peroxisomale 
Isoform der PGK  
a; Die Abbildung zeigt die DNA- und Proteinsequenzen im 3’-Bereich des pgk1 Gens aus U. maydis. 
(1)-(3) weisen auf Stopcodons (unterstrichen) im Leserahmen hin. Die Position von GFP in 
Konstrukten, die dem Nachweis der verlängerten Isoform dienten, ist angezeigt.  
b; Aus zwei biologischen Replikaten von U. maydis Stämmen, die die jeweiligen GFP-Fusionsproteine 
enthielten, wurde Gesamtprotein präpariert und GFP-Fusionsproteine mithilfe eines Western Blot 
nachgewiesen. Tubulin diente der Mengenkontrolle.  
c; Die dargestellte RNA-Struktur wurde mit RNA-Fold bestimmt und könnte sich im Bereich der beiden 
angezeigten Stopcodons bilden (Gruber et al, 2008). 
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Der Nachweis von PGK•GFP1 erfolgte mithilfe von Western Blot Analysen. Als Kontrolle 
wurde ein Stamm verwendet, der das Fusionsprotein GFP-PGK exprimiert (Abb. 11a). Die 
Proteinmenge ist direkt vergleichbar, da es sich in beiden Fällen um eine einfache Integration 
in den ip-Locus handelte.  
Allerdings konnte das Überlesen des Stopcodons im Western Blot nicht detektiert werden 
(Abb. 11b). Deshalb wurde ein weiteres GFP-Fusionskonstrukt generiert, in dem gfp 84 
Nukleotide stromabwärts auf das erste Stopcodon von pgk1 folgt (Abb. 11a; PGK•GFP2). 
Die vorhergesagte Sekundärstruktur dieses Bereichs könnte die Voraussetzung für die 
verlängerte PGK Isoform mit PTS1 sein (Bertram et al. 2001; Abb. 11c). Um mit diesem 
Konstrukt GFP im Western Blot sichtbar machen zu können, wurde das Stopcodon hinter 
dem PTS1 durch ein Tryptophan-Codon ersetzt (Abb. 11a). In Western Blot Analysen konnte 
ein Fusionsprotein nachgewiesen werden, das einen Anteil von etwa 5% der gesamten Menge 
an PGK ausmacht und durch das Überlesen des ersten Stopcodons entstanden sein muss 
(Abb. 11b).  
 
Abbildung 12: Nachweis beider PGK Isoformen unter endogenen Expressionsbedingungen 
a; Gesamt-RNA wurde mithilfe eines Northern Blots auf die Expression von pgk1 Transkripten hin 
untersucht. Die obere Bande zeigt die Menge an Transkripten, die für GFP-PGKTRP codieren. Die 
untere Bande zeigt die Transkripte, die für die endogene PGK codieren. Als Sonden wurden die ORF-
Sequenzen von pgk1 und gfp verwendet.  
b; Gesamtprotein wurde aus 4 Stämmen präpariert (#1- #4), die gfp-pgk1TRP unter Kontrolle des 
endogen pgk1-Promotors exprimierten. Die zytoplasmatischen und peroxisomalen Isoformen der PGK 
wurde mit einem Western Blot nachgewiesen.  
c; Quantifizierung der peroxisomalen PGK Isoform. Der Fehlerbalken ergab sich aus der 
Standardabweichung aus drei biologischen Replikaten. 
  
Um eine gleichzeitige Detektion von normaler Termination und dem Überlesen des ersten 
Stopcodons zu ermöglichen, wurde GFP an den N-Terminus der PGK fusioniert und das 
zweite Stopcodon wiederum durch das Tryptophan-Codon TGG substituiert (GFP-PGKTRP). 
Dadurch entstehen zwei GFP-PGK Isoformen mit einem Größenunterschied von ungefähr 3 
kD, die entweder durch normale Termination oder durch das Überlesen des Stopcodons 
gebildet werden. Die Expression gfp-pgkTRP erfolgte unter Kontrolle des endogenen 
Promotors, um eine mögliche Überexpression auszuschließen. 
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Anschließend wurde sowohl die Menge an mRNA als auch die Menge von GFP-
Fusionsproteinen untersucht. Die Menge an gebildeter gfp-pgkTRP mRNA stimmte in etwa mit 
der Menge endogener pgk1 mRNA überein (Abb. 12a). Western Blot Analysen und deren 
Quantifizierung zeigten, dass unter diesen Bedingungen die verlängerte Isoform sogar einen 
Anteil von ungefähr 20% der Gesamtmenge von GFP-PGKTRP ausmachte (Abb. 12b und 12c).  
Demzufolge liegt in U. maydis ein signifikanter Anteil der PGK als verlängertes Protein mit 
funktionellem PTS1 vor. Für die Synthese dieser Variante wird das Stopcodon in erheblichem 
Ausmaß überlesen.  
2.3 Peroxisomale Isoformen von GAPDH und PGK sind in vielen Pilzen 
weit verbreitet 
Die Entdeckung kryptischer peroxisomaler Isoformen zweier Schlüsselenzyme der Glykolyse 
in U. maydis wirft die Frage auf, ob es sich dabei um ein U. maydis spezifisches Phänomen 
handelt oder ob sich auch in anderen Pilzen Mechanismen finden, durch die peroxisomale 
Varianten von GAPDH und PGK erzeugt werden können. Eine detaillierte Analyse öffentlich 
zugänglicher Sequenzdaten zeigte, dass in einer Vielzahl von Pilzen durch das Überlesen von 
Stopcodons bzw. durch alternatives Spleißen Varianten beider Enzyme gebildet werden 
können, die auf PTS1-Motive enden (Abb. 13). Dabei finden sich Hinweise auf kryptische 
peroxisomale Isoformen von GAPDH und PGK sowohl in vielen Ascomyceten als auch in 
vielen Basidiomyceten (Abb. 13). Die Mechanismen zur Erzeugung der peroxisomalen 
Varianten sind interessanterweise für die beiden Enzyme nicht konserviert. Zwar finden sich 
alternatives Spleißen und das gezielte Überlesen zur Erzeugung von PTS1-Motiven in 
Ascomyceten und in Basidiomyceten. Jedoch werden in Ascomyceten peroxisomale 
Isoformen der PGK durch alternatives Spleißen erzeugt, während in Basidiomyceten und dem 
ursprünglichen Zygomyceten Phycomyces blakesleeanus das Überlesen des Stopcodons zur 
Bildung einer peroxisomalen PGK führen kann. Für die Erzeugung peroxisomaler GAPDH 
Varianten ist die Situation noch variabler (Abb. 13). Auffällig ist, dass mit der Ausnahme des 
Basidiomyceten Laccaria bicolor in den untersuchten Organismen immer jeweils zwei 
unterschiedliche Mechanismen zur Erzeugung der PTS1-Motive von GAPDH bzw. PGK 
verantwortlich sind. Im Stammbaum sind nur diejenigen Organismen aufgeführt, deren PTS1-
Motive auch experimentell überprüft wurden (Abb. 13). Um die vorhergesagten PTS1-Motive 
in vivo zu untersuchen, wurde in Zusammenarbeit mit Julia Ast ein Reportergenansatz 
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entwickelt. Da die letzten zwölf Aminosäuren eines Proteins die Effizienz eines PTS1-Motivs 
determinieren, wurden Konstrukte für fluoreszierende Proteine hergestellt, an deren Ende die 
zwölf C-terminalen Aminosäuren der jeweiligen GAPDH oder PGK Varianten fusioniert 
waren. 
 
Abbildung 13: Peroxisomale Isoformen von GAPDH und PGK sind in Pilzen weit verbreitet 
Der phylogenetische Baum veranschaulicht die weite Verbreitung posttranskriptioneller Mechanismen 
zur Erzeugung peroxisomaler Isoformen von GAPDH und PGK. Die Bedeutung der Symbole geht aus 
der Legende hervor. Alle vorhergesagten PTS1-Motive konnten zumindest bei heterologer Expression 
den peroxisomalen Import fluoreszierender Proteine vermitteln. 
 
Diese Konstrukte wurden in den S. cerevisiae Stamm S288c eingebracht und die 
Lokalisierung der gebildeten Fusionsproteine bestimmt (Mortimer & Johnston, 1986; 
Euroscarf). Als Referenz für Peroxisomen diente die 2,4-Dienoylreduktase Sps19 (www. 
yeastgenome org: YNL202W; Gurvitz et al. 1997). Diese Daten inklusive der zugehörigen 
PTS1-Vorhersagen und Sequenzen sind im Anhang gezeigt (Abb. A1 und A2).  
Kryptische PTS1-Motive in GAPDH und PGK Isoformen sind also nicht auf U. maydis 
beschränkt, sondern finden sich in einer Vielzahl von Pilzen, was auf eine wichtige 
biologische Funktion glykolytischer Enzyme in Peroxisomen hinweist, die wahrscheinlich 
unabhängig von einer bestimmten Lebensweise ist. Bemerkenswert ist, dass in den beiden gut 
charakterisierten Modellorganismen S. cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe bislang 
keinerlei Anzeichen für eine peroxisomale Lokalisation glykolytischer Enzyme entdeckt 
werden konnte. 
Ergebnisse 27 
2.3.1 Peroxisomale Isoformen von GAPDH und PGK aus A. nidulans 
Im vorigen Kapitel wurde beschrieben, dass peroxisomale Isoformen von GAPDH und PGK 
für viele Pilze vorhergesagt werden können und die entstehenden PTS1-Motive auch 
funktionell sind. Am Beispiel des filamentösen Ascomyceten A. nidulans wurde daher 
überprüft, ob diese Isoformen in Ascomyceten auch gebildet werden.  
 
Abbildung 14: Peroxisomale Varianten von GAPDH und PGK in A. nidulans 
a; Oben sind DNA-Sequenz und Proteinsequenz der GAPDH aus A. nidulans dargestellt. (a) und (b) 
zeigen die Position der Stopcodons an. Die mittlere Tabelle gibt Auskunft über die C-Termini beider 
Isoformen und den zugehörigen PTS1-Vorhersagen.  
b; Oben sind DNA-Sequenz und Proteinsequenz der PGK aus A. nidulans dargestellt. Spleißstellen 
sind unterlegt und Stopcodons unterstrichen. pA1 und pA2 zeigen PolyA-Stellen an. Die mittlere 
Tabelle gibt Auskunft über die C-Termini beider Isoformen und den zugehörigen PTS1-Vorhersagen. 
ESTs für beide Varianten wurden erzeugt und sequenziert.  
a und b; Der charakteristische Anteil der PTS1-Motive ist in hellblau unterlegt. Stämme die RFP 
fusioniert an die PTS1-Motive von GAPDH oder PGK enthielten, wurden fluoreszenzmikroskopisch 
untersucht. Als Referenz für Peroxisomen diente GFP-Sps19. Der Längenstandard beträgt 5 µm.  
 
Im Gegensatz zu U. maydis zeigt A. nidulans Anzeichen von alternativem Spleißen zur 
Erzeugung der peroxisomalen Variante der PGK, während im Fall der GAPDH das Überlesen 
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des Stopcodons zur Ausbildung eines PTS1-Motivs führt (Abb. 14a und b; www.aspgd.org: 
AN1264 bzw. AN8041). Die C-terminalen zwölf Aminosäuren, die für beide Enzyme eine 
positive PTS1-Vorhersage aufweisen, wurden als Fusion mit dem rot fluoreszierenden Protein 
(RFP) in der Bäckerhefe daraufhin untersucht, ob sie peroxisomalen Import vermitteln 
(Shaner et al, 2004). Beide RFP-Fusionsproteine befanden sich vornehmlich in Peroxisomen 
(Abb. 14a und b).  
Anschließend wurde überprüft, ob auch in A. nidulans die vorhergesagte peroxisomale PGK 
Isoform tatsächlich gebildet werden kann. Daher wurde eine PCR durchgeführt in der cDNA 
aus A. nidulans als Matrize diente. Bei der Sequenzierung von resultierenden ESTs konnten 
Sequenzen von gespleißten pgkA Transkripten identifiziert werden, die für die peroxisomale 
Isoform codieren. Damit konnte auch für den Ascomyceten A. nidulans gezeigt werden, dass 
durch alternatives Spleißen eine peroxisomale Isoform der PGK hergestellt wird. 
2.3.2 Hinweise auf peroxisomale Varianten von GAPDH und PGK in EST-
Banken 
Sowohl aus U. maydis als auch aus A. nidulans konnten Transkripte isoliert werden, die für 
glykolytische Enzyme mit PTS1-Motiven codieren. Daraufhin wurde untersucht, ob sich in 
EST-Banken weitere Hinweise für das Vorhandensein peroxisomaler Isoformen von GAPDH 
und PGK finden lassen (Abb. 15).  
Bei der Analyse von ESTs des GAPDH codierenden Gens, die in dem Rostpilz Puccinia 
graminis-tritici generiert wurden, wurde ein abgewandelter Spleißmechanismus entdeckt, der 
der Erzeugung eines PTS1 codierenden Transkripts dient (Abb. 15). In P. graminis-tritici 
führt die Verwendung alternativer 3’-Spleißstellen zur Bildung von zwei unterschiedlichen 
Transkripten (Abb. 15).  
In Aspergillus terreus wird eine peroxisomale Isoform die PGK, vergleichbar mit A. nidulans, 
durch alternative Polyadenylierung und differentielles Spleißen erzeugt. Hinweise für die 
Bildung dieser Isoform fanden sich ebenfalls in EST-Daten (Abb. 15). Auch für zwei weitere 
Pilze wurden cDNA Sequenzen gefunden, die Rückschlüsse auf versteckte PTS1-Motive in 
glykolytischen Enzymen erlauben (Freitag et al, 2012).  
Die Analyse der veröffentlichten Sequenzdaten liefert eine zusätzliche Bestätigung dafür, 
dass in vielen Pilzen nicht nur Hinweise für das Vorhandensein der GAPDH und der PGK in 
Peroxisomen existieren, sondern die peroxisomalen Isoformen wirklich in signifikantem 
Ausmaß exprimiert werden. 
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Abbildung 15: Hinweise für alternative Isoformen von GAPDH und PGK in EST-Daten  
Oben: DNA- und Proteinsequenzen im 3’-Bereich des GAPDH codierenden Gens aus P. graminis-
tritici. Alternative 3’-Spleißstellen sind mit (I) und (II) beschriftet. Das charakteristische Ende des 
PTS1-Motivs und die Spleißstellen sind in der Detailansicht hervorgehoben. In der Tabelle sind die 
Anzahl der identifizierten ESTs beider Isoformen und die zugehörigen PTS1-Vorhersagen zu sehen.  
Unten: DNA- und Proteinsequenzen im hinteren Bereich des GAPDH codierenden Gens aus 
A. terreus. Die Isoformen entstehen hier durch Spleißen und Polyadenylierung am zweiten polyA-
Signal (pA2) bzw. durch Polyadenylierung im Intron (pA1). Der Rest der Abbildung entspricht dem 
oberen Teil. Die Identifikationsnummern der Gene sind von JGI (www.jgi.doe.gov/) bzw. NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
Dies stärkt die Annahme, dass sich auch diejenigen Versionen für die das Überlesen eines 
Stopcodons notwendig ist, gebildet werden. Die Identifizierung solcher Isoformen ist 
allerdings ungleich schwieriger, weil im Gegensatz zu cDNA Daten keine entsprechenden 
Daten von Peptidfragmenten aus Proteomstudien öffentlich zugänglich sind. 
2.3.3 PGK aus Botrytis cinerea: Ein Hinweis auf die Evolution der Mechanismen 
zur Generierung der PTS1-Motive in glykolytischen Enzymen  
Während in Basidomyceten peroxisomale Varianten von PGK durch das Überlesen des ersten 
Stopcodons entstehen können, werden sie in den untersuchten Ascomyceten durch alternative 
Prozessierung der zugehörigen mRNA generiert. Interessanterweise weist das PGK 
codierende Gen des Pflanzenschädlings B. cinerea Anzeichen für beide Mechanismen auf 
(Abb. 16; www.broadinstitute.org: BC1G_12890.1). In B. cinerea können sowohl durch 
differentielles Spleißen als auch durch das Überlesen des Stopcodons Isoformen mit PTS1-
Motiv gebildet werden (Abb. 16). Beide PTS1-Motive waren in der Lage, den peroxisomalen 
Import eines RFP-Fusionsproteins zu vermitteln (Abb. 16). Dies weist darauf hin, dass das 
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PGK codierende Gen aus B. cinerea einen evolutionären Übergangszustand darstellen könnte. 




Abbildung 16: Anzeichen für unterschiedliche Mechanismen zur Generierung von PTS1-
Motiven ausgehend von einem Gen 
Oben ist schematisch das PGK codierende Gen aus B. cinerea abgebildet. In der Detailansicht sind 
Spleißstellen und typische Elemente von PTS1-Motiven hervorgehoben. (a) und (b) bezeichnen 
Stopcodons. Die Tabelle gibt Aufschluss über die C-Termini der möglichen Isoformen und den 
zugehörigen PTS1-Vorhersagen. Die 12 C-terminalen Aminosäuren mit positiver PTS1-Vorhersage 
wurden an RFP fusioniert, in Hefe exprimiert und im Vergleich mit GFP-Sps19 mikroskopisch 
untersucht. Der „Merge“ zeigt die Überlagerung von rotem und grünem Signal. Der Größenstandard 
entspricht 5 µm. 
 
2.3.4 Phycomyces blakesleeanus besitzt drei paraloge Gene für die GAPDH  
Zygomyceten, zu denen auch P. blakesleeanus gehört, haben sich schon relativ früh in der 
Evolution von den restlichen Pilzen getrennt. Daher war es interessant zu untersuchen, ob sich 
auch in P. blakesleeanus Hinweise für verborgene Mechanismen zur Erzeugung von PTS1-
Motiven von GAPDH und PGK finden lassen. Die peroxisomale Isoform der PGK von 
P. blakesleeanus entsteht vermutlich durch das Überlesen des ersten Stopcodons (Abb. 13; 
Abb. A2). Es konnten aber zunächst keine Hinweise für eine kryptische peroxisomale Version 
der GAPDH gefunden werden. Allerdings war auffällig, dass im Genom von P. blakesleeanus 
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drei paraloge und sehr ähnliche Gene für GAPDH enthalten sind. Diese drei GAPDH-
Isoformen weisen jedoch deutliche Unterschiede an ihren C-Termini auf (Abb. 17a). 
 
 
Abbildung 17: Eine GAPDH Isoform aus P. blakesleeanus mit funktionellem PTS1  
a; Vergleichende Darstellung der C-Termini der GAPDH-Paraloge inklusive zugehöriger DNA-
Sequenzen codierenden Bereiche aus P. blakesleeanus. Die Proteinidentifizierungsnummer (Protein 
ID) ist von JGI. Die drei letzten Aminosäuren sind hervorgehoben.  
b; Die C-terminalen zwölf Aminosäuren von GAPDH2 fusioniert an die angegeben fluoreszierenden 
Proteine wurden in S. cerevisiae bzw. U. maydis exprimiert und mikroskopisch untersucht. Als 
Referenzen für Peroxisomen dienten GFP-Sps19 bzw. mCherry-SKL. Im „Merge“ ist die Überlagerung 
von rotem und grünem Kanal zu sehen. Der Größenstandard entspricht 10 µm. 
 
Um zu überprüfen, ob eine der drei Isoformen peroxisomal lokalisiert ist, wurden 
S. cerevisiae bzw. U. maydis Stämme hergestellt, die die zwölf C-terminalen Aminosäuren 
der GAPDH-Varianten fusioniert an RFP bzw. GFP exprimieren. Bei mikroskopischen 
Untersuchungen konnte in U. maydis für den C-Terminus von GAPDH2 eine peroxisomale 
Lokalisierung beobachtet werden (Abb. 17). Erstaunlich war, dass sich das entsprechende 
RFP-Fusionsprotein in S. cerevisiae im Zytoplasma verteilt befand. Die zwölf C-terminalen 
Aminosäuren der beiden anderen Isoformen (GAPDH1 und GAPDH3) führten weder in 
U. maydis noch in S. cerevisiae zu einer peroxisomale Lokalisierung von GFP bzw. RFP 
(Freitag et al. 2012).  
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Diese Daten weisen darauf hin, dass die Erkennung von PTS1-Motiven in U. maydis und der 
Bäckerhefe unterschiedlich ist. Außerdem erscheint es wahrscheinlich, dass die partielle 
peroxisomale Lokalisation von GAPDH und PGK schon früh während der Evolution der 
Pilze entstanden ist und auch durch eine Duplikation von Genen hervorgerufen werden kann.  
2.4 Charakterisierung von Peroxinen in U. maydis 
2.4.1 U. maydis codiert für zwei PTS1-Rezeptoren 
Die evolutionäre Konservierung peroxisomaler Isoformen von GAPDH und PGK in Pilzen 
legt eine wichtige biologische Funktion dieser Varianten in den Peroxisomen nahe. Um 
zunächst eine Idee der generellen Funktion von Peroxisomen in U. maydis zu bekommen, 
wurden drei für Peroxine codierende Gene untersucht, deren Homologe in anderen 
Organismen bereits charakterisiert waren (siehe z. B. Rucktäschel et al, 2011) Zunächst 
wurde das Homolog von pex6 (um02421) in den Stämmen Bub8, FB1 (Banuett & 
Herskowitz, 1989) und SG200 deletiert. pex6 codiert für eine ATPase, die sowohl in der 
Bäckerhefe als auch in Menschen notwendig für den Import von Matrixproteinen ist 
(Rucktäschel et al. 2011). SG200 besitzt kompatible a und b Allele und ist ohne 
Kreuzungspartner pathogen (Kämper et al. 2006). 
 
Abb. 18: Domänenarchitektur der beiden Pex5 Homologe aus U. maydis 
Oben ist Pex5a und unten Pex5b dargestellt. Die charakteristischen TPR-Wiederholungen sind in 
hellblau hervorgehoben. Regionen mit Ähnlichkeit zu Pex20 sind violett markiert. 
 
Da die peroxisomalen Isoformen von GAPDH und PGK PTS1-Motive aufweisen, war es 
naheliegend, Mutanten zu erzeugen, in denen der Import von Proteinen mit PTS1 gestört ist. 
Im Genom von U. maydis werden im Gegensatz zu den meisten anderen Pilzen zwei 
potentielle PTS1-Rezeptoren Pex5a (Um02528) und Pex5b (Um10172) codiert. Beide dieser 
untereinander sehr ähnlichen Rezeptorproteine zeigen in ihrem N-Terminus noch 
Ähnlichkeiten zu Pex20 und haben daher möglicherweise eine Aufgabe beim Import von 
PTS2-Proteinen, für den Pex20 benötigt wird (Abb. 18; Kiel et al, 2006). Ein isoliertes 
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Homolog von Pex20 konnte in U. maydis nicht identifiziert werden (Kiel et al, 2006). Diese 
Domäne tritt bei Pex5 aus der Bäckerhefe nicht auf, findet sich aber in ähnlicher Weise in 
einer Isoform von Pex5 im humanen System (Kiel et al, 2006). Durch homologe 
Rekombination wurden pex5a, pex5b und beide Gene gemeinsam in dem haploiden Stamm 
Bub8 sowie in dem haploid pathogenen Stamm SG200 deletiert.  
2.4.2 Peroxisomaler Import von mCherry-SKL in pex-Mutanten 
Zunächst wurde in den unterschiedlichen Deletionsmutanten die Lokalisierung von mCherry-
SKL überprüft, um den peroxisomalen Import von PTS1-Proteinen in Abhängigkeit der drei 
Peroxine zu untersuchen. 
 
Abbildung 19: Lokalisierung von mCherry-SKL in pex Mutanten 
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Lokalisierung von mCherry-SKL in 
unterschiedlichen pex Mutanten. Der Größenstandard entspricht 10 µm. 
 
In ∆pex5a Mutanten lokalisiert mCherry-SKL ausschließlich in den Peroxisomen. In der 
∆pex5b Mutante, der ∆pex5a∆pex5b Doppelmutante und auch in der ∆pex6 Mutante hingegen 
befand sich das Fusionsprotein im gesamten Zytoplasma verteilt (Abb. 19). Folglich sind 
Pex6 und Pex5b in U. maydis für den Import von Proteinen mit PTS1 notwendig, während 
Pex5a zumindest für den Import des peroxisomalen Markerproteins mCherry-SKL nicht 
benötigt wird. 
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2.4.3 Funktionelle Peroxisomen haben eine Funktion beim Zucker- und beim 
Fettsäuremetabolismus in U. maydis 
Peroxisomen sind in vielen Organismen essentiell für den Katabolismus langkettiger 
Fettsäuren (Poirier et al, 2006). Daher wurde das Wachstum der peroxisomalen Mutanten auf 
Minimalmedium mit Ölsäure ((Z)-9-Octadecensäure) untersucht. Als Kontrolle wurde 
Minimalmedium mit Glucose verwendet. Sämtliche untersuchten Mutanten waren nicht in der 
Lage, auf Minimalmedium mit Ölsäure als einziger Kohlenstoffquelle zu proliferieren 
(Abb. 20). 
 
Abbildung 20: Wachstum von pex Mutanten auf Glucose und Ölsäure als Kohlenstoffquelle 
Serielle Verdünnungen ausgehend von einer optischen Dichte von eins (OD600 = 1) der verschiedenen 
Stämme wurden auf Minimalmedium mit den beiden angegebenen Kohlenstoffquellen getropft und 
48h bei 28°C inkubiert. 
 
Zusätzlich zu diesem Phänotyp zeigten ∆pex5b, ∆pex5a∆pex5b und ∆pex6 Mutanten noch 
einen Wachstumsdefekt auf Glucose. Die Koloniegröße war im Vergleich dem 
Ausgangsstamm Bub8 und mit ∆pex5a Mutanten deutlich verringert (Abb. 20). Diesen 
Ergebnissen zufolge haben Peroxisomen in U. maydis nicht nur eine Funktion beim Abbau 
von Fettsäuren, sondern spielen vermutlich auch eine Rolle beim Stoffwechsel von Zucker. 
Für das Wachstum auf Ölsäure werden sogar beide Pex5 Proteine benötigt, obwohl ∆pex5a 
Mutanten mCherry-SKL importieren konnten. ∆pex5a hat daher wahrscheinlich eine 
Funktion beim Import anderer für das Wachstum auf Ölsäure benötigter Matrixproteine. 
2.4.4 Peroxisomen spielen während der pathogenen Entwicklung von U. maydis 
eine Rolle 
In einer früheren Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust der peroxisomalen β-
Oxidation zu einer Reduzierung der Virulenz von U. maydis führt (Klose & Kronstad, 2006). 
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Um zu untersuchen, ob die Abwesenheit funktioneller Peroxisomen die pathogene 
Entwicklung von U. maydis beeinflusst, wurden Infektionsexperimente in Mais durchgeführt. 
Alle untersuchten Mutanten waren verglichen mit dem Wildtyp SG200 abgeschwächt 
virulent. Die durch die U. maydis Infektion ausgelösten Symptome in Maispflanzen waren in 
∆pex5b, ∆pex5a∆pex5b und ∆pex6 Mutanten noch weitaus geringer als in SG200∆pex5a 
Stämmen (Abb. 21a). 
 
Abbildung 21: Peroxisomen haben eine wichtige Bedeutung bei der pathogenen Entwicklung 
von U. maydis 
a; Sieben Tage alte Maispflanzen wurden mit einem Inokulum von 0,5 ml Kultur (OD600 = 1) infiziert. 
Zehn Tage nach der Infektion wurden die Krankheitssymptome ausgewertet. Als Grundlage dieser 
Auswertung dienten die Kriterien, die in der Legende aufgeführt sind (modifiziert nach Kämper et al. 
2006). Es wurden drei unabhängige Infektionsexperimente durchgeführt. Die Anzahl der einzelnen 
Symptome ist in Relation zu Gesamtzahl infizierter Pflanzen dargestellt.  
b; Die verschiedenen Mutanten wurden im Vergleich mit dem Wildtyp SG200 auf aktivkohlehaltiges 
Vollmedium getropft und für 16h bei 28°C inkubiert.  
 
Eine wichtige morphologische Transition bei der pathogenen Entwicklung von U. maydis ist 
die Ausbildung von b-induzierten Hyphen auf der Pflanzenoberfläche. Diese entstehen durch 
Fusion kompatibler haploider Sporidien, werden aber auch in ähnlicher Weise von dem 
haploid pathogen Stamm SG200 gebildet (Bölker et al, 1995). Auf Aktivkohle haltigem 
Festmedium kann dieses filamentöse Wachstum mit dem Auge als weißes Myzel 
wahrgenommen werden (Day & Anagnostakis, 1973). 
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Zur Überprüfung der Hyphenbildung wurden Zellsuspensionen der peroxisomalen Mutanten 
und des Wildtypstamms SG200 auf Medium mit Aktivkohle aufgetropft. Die Ausbildung von 
Filamenten in SG200∆pex6, SG200∆pex5b und auch in der Doppelmutante war drastisch 
reduziert, während sich das filamentöse Wachstum von pex5a Mutanten nicht deutlich vom 
Wildtyp unterschied (Abb. 21b). Peroxisomen haben demnach eine wichtige Funktion bei der 
biotrophen Entwicklung von U. maydis und werden vermutlich schon zu Beginn dieser 
Entwicklung benötigt.  
2.5 Die peroxisomalen Isoformen von GAPDH und PGK haben eine 
Funktion bei der biotrophen Entwicklung von U. maydis 
Die Abwesenheit funktioneller Peroxisomen führte in U. maydis zu Wachstumsdefekten auf 
Glucose und Ölsäure und zu einer Reduzierung der Virulenz. Daher wurde anschließend 
untersucht, ob die peroxisomalen Isoformen von GAPDH und PGK ebenfalls während dieser 
Prozesse benötigt werden.  
 
Abbildung 22: Die Abwesenheit der PTS1-Motive von GAPDH und PGK hat keinen Einfluss auf 
das Wachstum auf Ölsäure und Glucose 
a; Schematische Darstellung der Strategie zur Entfernung der PTS1-codierenden Sequenz von gapd 
und pgk1 am genomischen Locus.  
b; Serielle Verdünnungen ausgehend von einer OD600 =0,1 (links) oder OD600 =1 (rechts) wurden auf 
Festmedien mit den angegebenen C-Quellen getropft und für 48 h inkubiert. 
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Folglich wurde die PTS1 codierende Sequenz von gapd und pgk1 am genomischen Lokus 
durch homologe Rekombination deletiert (Abb. 22a). Die entsprechenden Mutanten 
gapd∆PTS1 und pgk1∆PTS können nur noch die zytoplasmatischen Formen dieser beiden 
Enzyme bilden. Diese Deletionsmutanten wurden zunächst in dem Stamm Bub8 hergestellt 
und das Wachstum auf Festmedium mit Glucose bzw. Ölsäure überprüft. Das Wachstum auf 
keiner der beiden Kohlenstoffquellen wurde durch die Entfernung der PTS1-Motive von 
GAPDH und PGK beeinflusst (Abb. 22b). Auch die gleichzeitige Mutation des für das PTS1-
Motiv codierenden Bereichs in beiden Genen führte zu keiner Veränderung (Abb. 22b). Die 
Anwesenheit peroxisomaler Isoformen von GAPDH und PGK hat also im Gegensatz zur 
Anwesenheit von intakten Peroxisomen keine entscheidende Bedeutung für das Wachstum 
unter den getesteten Bedingungen. 
Weil peroxisomale Mutanten eine deutlich reduzierte Virulenz aufwiesen, wurde überprüft, 
ob die peroxisomalen Isoformen von GAPDH und PGK für die biotrophe Interaktion von 
U. maydis mit seiner Wirtspflanze benötigt werden. Daher wurden die für das PTS1-Motiv 
codierenden Bereiche von gapd und pgk1 auch im FB1 (a1b1) Hintergrund deletiert. FB1 ist 
in der Lage, mit dem kompatiblen haploiden Stamm Bub8 (a2 b4) zu kreuzen und die 
vollständige pathogene Entwicklung zu durchlaufen. 
.  
Abbildung 23: Die Abwesenheit von GAPDH und PGK in den Peroxisomen führt zu reduzierter 
Virulenz 
Oben sind Kreuzungstests auf Aktivkohlemedium dargestellt. Kompatible Stämme wurden mit einer 
OD600 = 1 entweder einzeln oder im 1:1 Verhältnis mit dem entsprechenden Kreuzungspartner 
gemischt auf Aktivkohle-Medium getropft und für 16h bei 28°C. Unten sind Ergebnisse aus 
Pathogenitätstests zu sehen. Hierfür wurden Zellen einer OD600 = 1 in Wasser aufgenommen und die 
jeweiligen Kreuzungspartner ebenfalls im 1:1 Verhältnis gemischt. Die weitere Durchführung und 
Auswertung entspricht Abbildung 21. Es wurden allerdings nur Tumoren und tote Pflanzen gezählt. 
n. ü. = nicht überprüft. 
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Erste Untersuchungen zeigten, dass gapd∆PTS1 und pgk1∆PTS1 Mutanten eine leicht 
verringerte Virulenz aufwiesen (Abb. 23). Allerdings war bei gapd∆PTS1 und pgk1∆PTS1 
Mutanten im Vergleich zu einer Kreuzung von Wildtypstämmen im Gegensatz zu ∆pex6 
Mutanten keine verringerte Hyphenbildung auf Aktivkohle-Medium zu beobachten (Abb. 23). 
Die Verwendung des haploiden pathogenen Stamms SG200 erleichtert die Charakterisierung 
der Virulenz, da bei Infektionen mit diesem Stamm keine Kreuzungspartner benötigt werden 
(Kämper et al., 2006). Daher wurden gapd∆PTS1 und pgk1∆PTS1 Mutanten auch in diesem 
genetischen Hintergrund generiert und die entsprechende Doppelmutante erzeugt.  
Die Virulenz von SG200gapd∆PTS1, SG200pgk1∆PTS1 und der Doppelmutante 
SG200gapd∆PTS1pgk1∆PTS1 war im Vergleich mit dem Wildtyp SG200 eindeutig reduziert 
(Abb. 24). Allerdings war der Phänotyp deutlich weniger ausgeprägt als der einer 
SG200∆pex6 Mutante. Während SG200∆pex6 Stämme fast keine Tumoren mehr bildeten, 
war bei den Stämmen, die keine peroxisomalen Isoformen von GAPDH und PGK besitzen, 
noch sehr häufig die Bildung von Tumoren zu beobachten (Abb. 24).  
 
Abbildung 24: Peroxisomale Isoformen von GAPDH und PGK sind für die pathogene 
Entwicklung von U. maydis von Bedeutung 
Das Infektionsexperiment wurde analog zu dem in Abbildung 21 dargestellten Experiment 
durchgeführt und ausgewertet.  
 
Die peroxisomalen Isoformen der glykolytischen Enzyme spielen demzufolge eine Rolle bei 
der pathogenen Entwicklung von U. maydis. Es ist allerdings denkbar, dass diese Isoformen 
keine spezifische Funktion für die Etablierung der biotrophen Interaktion haben, sondern ein 
„Fitness“-Nachteil in der komplexen Stresssituation während des Wachstums auf und in der 
Wirtspflanze diesen Phänotyp hervorruft. Dafür spricht auch, dass peroxisomale Isoformen 
von GAPDH und PGK in vielen Pilzen mit unterschiedlicher Lebensweise vorkommen. 
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2.6 Die peroxisomale GAPDH hat überlappende Funktionen mit anderen 
peroxisomalen NAD abhängigen Dehydrogenasen 
Die von der GAPDH und der PGK katalysierten Reaktionen sind beide an die Umsetzung von 
Co-Substraten gekoppelt. Bei der Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-
Bisphosphoglycerat wird NAD+ zu NADH reduziert bzw. bei der umgekehrten Reaktion 
NADH zu NAD+ oxidiert. Die peroxisomale Membran ist nicht durchlässig für größere 
Metaboliten wie ATP und NADH, das zum Beispiel bei der β-Oxidation von Fettsäuren 
entsteht (Rottensteiner & Theodoulou, 2006; Van Roermund et al, 1995). Die Regeneration 
von NAD+ erfolgt durch Dehydrogenasen, indem membrangängige oxidierte in 
membrangängige reduzierte Substrate umgewandelt werden, die dann die Membran passieren 
können (Shuttle-Mechanismus; Rottensteiner & Theodoulou, 2006). Daher wurde untersucht, 
ob die peroxisomale GAPDH aus U. maydis ein Teil eines ähnlichen Shuttle-Mechanismus 
ist. 
2.6.1 Peroxisomale NAD abhängige Dehydrogenasen in U. maydis 
Es gibt Hinweise dafür, dass in verschiedenen Organismen mehrere NAD abhängige 
Dehydrogenasen an der Redoxhomöostase in Peroxisomen beteiligt sind (Antonenkov & 
Hiltunen, 2012). Um die Hypothese zu überprüfen, dass die peroxisomale GAPDH Isoform 
auch daran beteiligt ist, wurden zunächst andere peroxisomale Dehydrogenasen aus U. maydis 
genauer untersucht, die ebenfalls NAD als Co-Faktor haben und überlappende Funktionen mit 
der peroxisomalen Isoform der GAPDH haben könnten.  
Im Genom von U. maydis sind eine NAD abhängige Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase 
(Gpd1: Um00555) und eine NAD abhängige Malatdehydrogenase (Mdh1: Um11161) codiert, 
die beide vermutlich im Peroxisom lokalisiert sind, da sie PTS1-Motive aufweisen (Abb. 25). 
Um die peroxisomale Lokalisation von Gpd1 zu untersuchen, wurde der ORF von gpd1 an 
das 3’Ende von gfp fusioniert und unter Kontrolle des otef-Promotors in U. maydis 
exprimiert. Um das PTS1-Motiv von Mdh1 zu überprüfen, wurde die Nukleotidsequenz, die 
für die letzten zwölf Aminosäuren von Mdh1 codiert, an gfp angehängt und ebenfalls unter 





Abbildung 25: Peroxisomale Lokalisation von Gpd1 und Mdh1 in U. maydis 
a; Oben sind die DNA-Sequenz und das C-terminale PTS1-Motiv von Gpd1 in U. maydis dargestellt. 
Der charakteristische Anteil des PTS1 ist hervorgehoben und der Wert für die PTS1-Vorhersage 
angegeben. Die von Gpd1 katalysierte Redox-Reaktion ist darunter gezeigt.  
b; Der Aufbau der Abbildung entspricht a.  
a und b; Die Lokalisation der angegebenen Fusionsproteine wurde mikroskopisch in U. maydis 
untersucht. Die Ko-Lokalisation der GFP-Fusionsproteine mit mCherry-SKL ist im „Merge“ zu sehen. 
Der Größenstandard entspricht 10 µm.  
 
Beide GFP-Fusionsproteine befanden sich gemeinsam mit mCherry-SKL in den 
Peroxisomen. Im Fall von Gpd1 war relativ viel zytoplasmatischer Hintergrund zu 
beobachten. Es handelt sich demzufolge vermutlich um ein Enzym mit dualer Lokalisierung. 
Beide Enzyme könnten also in U. maydis an der peroxisomalen Redox-Homöostase beteiligt 
sein und beispielsweise NAD+ während der Oxidation von Fettsäuren regenerieren. 
2.6.2 Überlappende Funktionen der peroxisomalen NAD abhängigen 
Dehydrogenasen 
Da sowohl Mdh1, Gpd1 und GAPDH Reaktionen katalysieren können, die NADH bzw. 
NAD+ zur Verfügung stellen, wurden auch von Mdh1 und Gpd1 Mutanten hergestellt, die 
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nicht mehr im Peroxisom lokalisieren können (mdh1∆PTS1 und gpd1∆PTS1). Außerdem 
wurden diese Mutationen auch im gapd∆PTS1 Hintergrund generiert und eine entsprechende 
Dreifachmutante erzeugt. Zunächst wurde das Wachstum dieser Mutanten auf 
Minimalmedium mit Glucose überprüft.  
 
Abbildung 26: Wachstum von gapd∆PTS1, gpd1∆PTS1, mdh1∆PTS1 und den möglichen 
Kombinationen auf Glucose 
Serielle Verdünnungen der angegeben Stämme wurden ausgehend von einer OD600 von 0,1 auf 
Minimalmedium mit Glucose getropft und 48h bei 28°C inkubiert. Rechts sind Vergrößerungen 
einzelner Kolonien dargestellt. Die Inkubationszeit betrug hier 36h. Der Größenstandard entspricht 
500 µm. 
 
Die Wachstumsrate der mdh1∆PTS1 und gapd∆PTS1 Mutanten war nicht verändert. 
Allerdings führte die Kombination beider Mutationen zu einer geringeren Koloniegröße auf 
Glucose haltigem Medium (Abb. 26). Die Deletion des PTS1 von Gpd1 hingegen hatte einen 
direkten Einfluss auf die Größe der Kolonien, aber auch dieser Phänotyp wurde durch die 
Kombination mit einer der anderen beiden Mutanten noch verstärkt (Abb. 26). Die 
gleichzeitige Mutation aller drei PTS1-Motive hatte die deutlichste Verminderung des 
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Wachstums zur Folge und war kaum von einer Deletion von pex6 zu unterscheiden. Aus 
diesen Daten kann ein Zusammenhang zwischen dem Wachstumsphänotyp von ∆pex6 
Mutanten auf Glucose und der Anwesenheit peroxisomaler NADH abhängiger 
Dehydrogenasen abgeleitet werden. Der Wachstumsdefekt dieser Mutanten auf Glucose 
wurde quantifiziert, indem die Koloniegröße ausgemessen und deren Fläche bestimmt bzw. 
das Wachstum in Flüssigmedium quantifiziert wurde (Abb. 27; Tab. A1). 
Sowohl die Quantifizierung der Koloniegröße auf Festmedium als auch ein Wachstumstest in 
Flüssigmedium bestätigten das zuvor beschriebene Ergebnis (Abb 27; Tabelle A1). Die 
gemeinsame Deletion der PTS1-Motive aller drei NAD abhängigen Dehydrogenasen führte 




Abbildung 27: Quantifizierung der Koloniegröße  
Um die Wachtumsdefekte der ∆PTS1-Mutanten quantitativ zu erfassen, wurden Einzelkolonien 36h 
nach dem Tropfen ausgemessen und deren Fläche berechnet. Es wurden drei biolgische Replikate 
angefertigt und die Fläche der angegebenen Anzahl an Kolonien bestimmt (n). 
 
In S. cerevisiae ist die NAD abhängige, peroxisomale Malatdehydrogenase (Mdh3) 
notwendig für die Nutzung von Ölsäure als C-Quelle, um das entstehende NADH zu NAD+ 
zu regenerieren (Van Roermund et al, 1995). Die Stämme, die ∆PTS1-Versionen von 
GAPDH, Gpd1 und Mdh1 aus U. maydis enthalten, wurden deshalb daraufhin überprüft, ob 
Ergebnisse 43 
sie noch in der Lage sind, Ölsäure als alleinige Kohlenstoffquelle zu verwerten. Ähnlich wie 
bei den Wachstumsuntersuchungen auf Glucose haltigem Medium waren gpd1∆PTS1 
Mutanten schlechter in der Lage zu proliferieren (Abb. 28). Dieser Effekt wurde durch die 
zusätzliche Deletion der PTS1-Motive von GAPDH und Mdh1 verstärkt. Das Wachstum 
dieser Mutanten wurde ebenfalls in Flüssigmedium überprüft und quantifiziert. Auch bei 
dieser Quantifizierung in Ölsäure haltigem Flüssigmedium ergaben sich additive Effekte 
(Tab. A1). Die Mutanten, in denen die PTS1-Motive aller drei Dehydrogenasen gleichzeitig 
deletiert wurden, waren jedoch im Gegensatz zu ∆pex6 Stämmen immer noch in der Lage, auf 
Medium mit Ölsäure als einziger C-Quelle zu wachsen (Abb 28; Tab. A1).  
 
Abbildung 28: Wachstum von gapd∆PTS1, gpd1∆PTS1, mdh1∆PTS1 und den möglichen 
Kombinationen auf Ölsäure 
Serielle Verdünnungen der angegeben Stämme wurden ausgehend von einer OD600 von 1 auf 
Minimalmedium mit Ölsäure getropft und 48h bei 28°C inkubiert. Rechts sind Vergrößerungen 
einzelner Kolonien dargestellt. Der Größenstandard entspricht 300 µm. 
 
Die synthetischen Wachstumsdefekte von gapd∆PTS1 mit mdh1∆PTS1 und gpd1∆PTS1 
legen eine gemeinsame Funktion der NAD abhängigen Dehydrogenasen, zu denen auch 
GAPDH gehört, bei der Homöostase von NADH und beim Stoffwechsel von Fettsäuren nahe. 
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Die peroxisomale Lokalisierung der drei Enzyme hat in U. maydis allerdings keine essentielle 
Funktion für den Metabolismus von Ölsäure. Daher gibt es in U. maydis vermutlich weitere 
Wege NAD+ zu regenerieren. 
2.6.3 Peroxisomen beeinflussen das Wachstum von U. maydis auf verschiedenen 
Zuckern 
In einer vorhergehenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass peroxisomale Mutanten in dem 
Basidiomyceten Cryptococcus neoformans Wachstumsdefekte auf Glucose jedoch nicht auf 
Galactose aufweisen (Idnurm et al, 2007). Daher wurden die Wachstumsrate der ∆pex6 
Mutante und der Mutante mit konstitutiv zytoplasmatischen Versionen von GAPDH, Mdh1 
und Gpd1 auf unterschiedlichen Zuckern untersucht. 
 
Abbildung 29: Die Deletion von pex6 führt zu stärkerem Wachstum von U. maydis auf 
Galaktose-Medium 
Die angegebenen Stämme wurden in serieller Verdünnung auf Minimalmedium getropft. Die 




Die Koloniegröße der ∆pex6 Mutanten und der gapd∆PTS1 mdh1∆PTS1 gpd1∆PTS1 
Mutante war im Vergleich mit dem Wildtyp auf allen getesteten Zuckern mit der Ausnahme 
von Galactose deutlich reduziert. Bemerkenswert war, dass sowohl der Wildtyp als auch die 
Dreifachmutante kaum auf Galactose-Platten proliferierten, während die ∆pex6 Mutante auf 
diesem Zucker erkennbar proliferierte. Die Abwesenheit funktioneller Peroxisomen 
beeinflusst demnach in U. maydis den Stoffwechsel oder die Toxizität von Galactose 
(Edgecombe, 1938; Knudson, 1915). 
 
2.7 GAPDH und PGK sind Teil eines größeren metabolischen Netzwerks 
in Peroxisomen 
Die Reaktion der GAPDH und der GPD werden durch eine Triosephosphat Isomerase (TPI) 
verknüpft, die die Isomerisierung von Dihydroxyacetonphosphat zu Glycerinaldehyd-3-
Phosphat reversibel katalysiert (siehe Abb. 2). Da sowohl GAPDH als auch Gpd1 in U. 
maydis partiell in Peroxisomen lokalisieren, wurde auch die Sequenz von tpi1 (um03299) 
nach Anzeichen für peroxisomale Lokalisation untersucht. 
2.7.1 Peroxisomale Varianten von TPI in U. maydis und A. nidulans 
Bei der Untersuchung des tpi1-Gens konnte ein kryptisches PTS1-Motiv identifiziert werden, 
das durch das Überlesen des ersten Stopcodons entsteht (Abb. 30a). Deshalb wurde ein 
Plasmid hergestellt, das für eine N-terminale GFP Fusion von Tpi1 codiert. Das erste 
Stopcodon von tpi1 wurde in dieser Fusion in ein Serincodon ersetzt (GFP-TPIpex), um die 
durch das Überlesen des Stopcodons potentiell entstehende Isoform künstlich zu erzeugen. 
Dieses Konstrukt wurde in den ip-Locus von U. maydis integriert und resultierende 
Transformanden fluoreszenzmikroskopisch analysiert. GFP-Tpi1pex lokalisierte vornehmlich 
zusammen mit mCherry-SKL in Peroxisomen (Abb. 30a). In U. maydis entsteht demzufolge 
vermutlich eine peroxisomale Isoform eines weiteren glykolytischen Enzyms durch das 
Überlesen des Stopcodons. 
Auch in der Genomsequenz des Ascomyceten A. nidulans wurde nach einer peroxisomalen 
Variante der TPI gesucht, um die evolutionäre Konservierung der dualen Lokalisierung dieses 
Enzyms nachzuweisen. Dabei wurden keine Anhaltspunkte für ein Überlesen des Stopcodons 
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bzw. für alternatives Spleißen in der Sequenz von tpiA (www.aspgd.org) gefunden. Allerdings 
endet das Enzym aus A. nidulans auf die Aminosäureabfolge ARL, die stark an ein PTS1-
Motiv erinnert (Abb. 30b). Obwohl die PTS1-Vorhersage für die letzten zwölf Aminosäuren 
einen negativen Wert ergab, konnte bei heterologer Expression in S. cerevisiae festgestellt 
werden, dass diese zwölf Aminosäuren ausreichend für eine peroxisomale Lokalisation von 
RFP-PTS1TPI sind (Abb. 30b). 
 
Abbildung 30: Kryptische peroxisomale Isoformen der TPI aus U. maydis und A. nidulans 
a; Oben ist die DNA-Sequenz und das resultierende C-terminale PTS1-Motiv der TPI aus U. maydis 
dargestellt. Der charakteristische Anteil des PTS1 ist hervorgehoben und der Wert für die PTS1-
Vorhersage angegeben. Die C-terminalen zwölf Aminosäuren wurden als GFP-Fusion zusammen mit 
mCherry-SKL fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Der Größenstandard entspricht 10 µm.  
b; Die Abbildung zeigt in Analogie zu a Teile der Sequenz von TPI aus A. nidulans. Die Lokalisation 
der C-terminalen 12 Aminosäuren fusioniert an RFP wurde zusammen mit GFP-Sps19 
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Der Größenstandard entspricht 5 µm. Die Referenz für tpiA ist 
aus NCBI. 
 
Damit befindet sich sowohl in U. maydis als auch in A. nidulans ein metabolisches Netzwerk 
aus GAPDH, Gpd1, PGK und TPI partiell in den Peroxisomen. Interessanterweise wurde bei 
einer Analyse des peroxisomalen Proteoms von P. chrysogenum neben der TPI auch noch die 
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Fructose-1,6-bisphosphat Aldolase (FBA) als potentiell peroxisomales Protein identifiziert 
(Kiel et al, 2009). 
2.7.2 Die Fructose-1,6-bisphosphat Aldolasen von U. maydis und A. nidulans 
enthalten funktionelle PTS1-Motive 
Während der Glykolyse katalysiert die Fructose-1,6-bisphosphat Aldolase (FBA) die 
Spaltung von Fructose-1,6-bisphosphat zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat und 
Dihydroxyacetonphosphat.  
 
Abbildung 31: Die FBA enthält in U. maydis und A. nidulans PTS1-Motive 
a; Oben ist die DNA-Sequenz und das resultierende C-terminale PTS1-Motiv von FBA aus U. maydis 
dargestellt. Der charakteristische Anteil des PTS1 ist hervorgehoben und der Wert für die PTS1-
Vorhersage angegeben. Die c-terminalen zwölf Aminosäuren wurden als GFP-Fusion zusammen mit 
mCherry-SKL fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Darüber hinaus wurde auch die Lokalisation des 
gesamten Proteins (GFP-FBA) überprüft. Der Größenstandard entspricht 10 µm.  
b; Die Abbildung zeigt in Analogie zu a Teile der Sequenz von FBA aus A. nidulans. Die Lokalisation 
der C-terminalen 12 Aminosäuren fusioniert, an RFP wurde zusammen mit GFP-Sps19 




Eine genauere Analyse der codierenden DNA-Sequenzen ergab ebenfalls Hinweise für die 
duale Lokalisation dieses Enzyms im Zytoplasma und in den Peroxisomen von U. maydis und 
A. nidulans. Ähnlich der TPI von A. nidulans endet die FBA beider Pilze auf ein mögliches 
PTS1-Motiv mit leicht negativer Vorhersage (Abb. 31). Die C-terminalen zwölf Aminosäuren 
von FBA aus U. maydis und aus A. nidulans führten beide zum Import von GFP bzw. RFP in 
die Peroxisomen von U. maydis bzw. S. cerevisiae (Abb. 31a und b). Das Volllängenprotein 
GFP-FBA in U. maydis lokalisiert vorwiegend im Zytoplasma (Abb. 31a). Eine mögliche 
partielle peroxisomale Lokalisierung der FBA kann demnach nicht beobachtet werden, könnte 
jedoch vom zytoplasmatischer Fluoreszenz überlagert sein. Da das PTS1-Motiv jedoch 
funktionell ist, kann vermutet werden, dass auch das ganze Protein zumindest partiell in den 
Peroxisomen lokalisiert ist. 
Neben alternativem Spleißen und dem gezielten Überlesen von Stopcodons können also 
vermutlich auch PTS1-Motive mit schlechter Effizienz (vgl. TpiA) eine duale Lokalisation 
glykolytischer Enzyme im Peroxisom und dem Zytoplasma hervorrufen.  
2.7.3 Das Enzym Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK) aus U. maydis 
enthält ein PTS1-Motiv  
Alle bisher identifizierten glykolytischen Enzyme mit dualer Lokalisierung in den 
Peroxisomen und dem Zytoplasma katalysieren Gleichgewichtsreaktion. Sie sind damit auch 
in der Lage, die Rückreaktion in gluconeogenetischer Richtung zu katalysieren. Trotz 
intensiver Suche konnten in U. maydis keine Anzeichen für versteckte PTS1-Motive der rein 
glykolytischen Enzyme Pyruvatkinase und Phosphofructokinase entdeckt werden (nicht 
gezeigt).  
 
Abbildung 32: Die PEPCK aus U. maydis enthält ein PTS1-Motiv 
Oben ist DNA-Sequenz und das potentielle C-terminale PTS1-Motiv der PEPCK aus U. maydis 
gezeigt. Der charakteristische Anteil des PTS1 ist hervorgehoben und der Wert für die PTS1-
Vorhersage angegeben. Die Lokalisation von GFP-PTS1PEPCK wurde fluoreszenzmikroskopisch in 
U. maydis untersucht. Die Co-Lokalisation mit mCherry-SKL ist im „Merge“ zu sehen. Der 
Größenstandard entspricht 10 µm. 
Ergebnisse 49 
Jedoch weist die Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK), die für einen entscheidenden 
Schritt bei der Gluconeogenese verantwortlich ist, ein PTS1 ähnliches Motiv mit leicht 
negativer Vorhersage auf (Abb. 32). Dieses Enzym wird nicht für die Glykolyse verwendet 
und katalysiert mit der Umwandlung von Oxalacetetat zu Phosphoenolpyruvat den initialen 
Schritt in der Gluconeogenese. Die C-terminalen zwölf Aminosäuren der PEPCK führten zur 
Lokalisation von GFP in den Peroxisomen von U. maydis (Abb. 32). Folglich könnten in 
dieser Arbeit gefundene peroxisomale Isoformen glykolytischer bzw. gluconeogenetischer 
Enzyme auch eine Bedeutung bei der Gluconeogenese haben. Daher wurde untersucht, ob 
Stämme mit ausschließlich zytoplasmatischen Varianten von GAPDH und PGK bzw. ∆pex6 
Mutanten L-Prolin als Kohlenstoffquelle verwerten können. L-Prolin als Kohlenstoffquelle 
führt z. B. in A. nidulans zur drastischen Induktion der Gluconeogenese (Hynes et al, 2007) . 
 
Abbildung 33: Peroxisomen haben in U. maydis eine Funktion bei der Gluconeogenese 
Serielle Verdünnungen der angegebenen Stämme wurden auf Festmedien mit den angegebenen 
Kohlenstoffquellen aufgetropft. Die Inkubation erfolgte für 48 h bei 28°C. 
 
Die Experimente zeigten, dass die peroxisomalen Varianten von GAPDH und PGK nicht für 
das Wachstum auf L-Prolin benötigt werden (Abb.33). ∆pex6 Mutanten hatten jedoch einen 
drastischen Phänotyp (Abb. 33). Peroxisomen könnten demnach eine Funktion bei der 
Gluconeogenese haben, allerdings wahrscheinlich unabhängig vom peroxisomalen Import 
von GAPDH und PGK. 
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2.8 Anzeichen für peroxisomalen Import von PGK-Homologen aus Homo 
sapiens und Bos taurus 
Um zu Überprüfen, ob kryptische peroxisomale Isoformen glykolytischer Enzyme in höheren 
Eukaryoten vorhanden sind, wurde nach entsprechenden Anzeichen in den Genomsequenzen 
gesucht. Während in Pflanzen keine Hinweise für solche Isoformen auffielen, enthalten zwei 
PGK-Isoformen aus Menschen potentielle PTS1-Motive (Abb. 34a).  
 
Abbildung 34: PTS1-Motive in PGK Homologen aus Säugetieren 
a; Oben sind die C-terminalen Sequenzen von zwei PGK Varianten aus Homo sapiens mit 
zugehöriger PTS1-Vorhersage dargestellt. 
b; Oben sind die entsprechenden Varianten aus Bos taurus dargestellt.  
a und b; Die zwölf C-terminalen Aminosäuren der vier Enzyme wurde fusioniert an GFP in U. maydis 
exprimiert und zusammen mit mCherry-SKL mikroskopisch untersucht. Die Größenstandards 
entsprechen 10 µm. Identifizierungsnummern sind aus NCBI. 
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Sowohl die C-terminalen zwölf Aminosäuren von PGK1 (klassische PGK Isoform) als auch 
von PGK2 (Hoden-spezifische PGK Isoform) führten zur Akkumulation von GFP in den 
Peroxisomen von U. maydis (Abb. 34a). Das PTS1-Motiv der Hoden-spezifischen PGK-
Variante aus Rindern (Bos taurus) ist ebenfalls funktionell. Eine entsprechende GFP-Fusion 
lokalisierte sogar ausschließlich in den Peroxisomen von U. maydis (Abb. 34b). Obwohl in 
anderen glykolytischen Enzymen aus Säugetieren bisher keine PTS1-Motive identifiziert 
werden konnten, erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass eine duale Lokalisierung 
glykolytischer Enzyme im Zytoplasma und in Peroxisomen auch in Tieren zu finden ist. 
Eventuell beschränkt sich die peroxisomale Lokalisierung jedoch auf bestimmte Gewebe oder 
Organe.  
2.9 Die Synthese von Mannosylerythritol Lipiden (MEL) findet zum Teil 
in den Peroxisomen von U. maydis statt 
Bei der Suche nach neuartigen peroxisomalen Proteinen in U. maydis wurden potentielle 
PTS1-Motive in zwei Acyltransferasen identifiziert (Abb. 35).  
 
 
Abbildung 35: Der „Gencluster“ für die Synthese von MELs enthält zwei Acyltransferasen mit 
möglichen PTS1-Motiven 
a; Oben ist der „Gencluster“ für die MEL-Biosynthese schematisch dargestellt. Unten ist die Struktur 
von MELs zu sehen. Emt1 ist für die Glykosylierung an C4 zuständig. Mac1 und Mac2 übertragen 
Acylgruppen variabler Länge, wobei eine mögliche Positionsspezifität nicht geklärt ist. Mat1 ist für die 
Acetylierung an C4’ und C5’ notwendig. MMF1 ist möglicherweise für den Export der MELs aus der 
Zelle verantwortlich. (verändert nach Fukuoka et al, 2008; Hewald, 2005; Hewald et al, 2006)  
b; Den im Cluster codierten Proteinen sind ihre Bezeichnungen und die zwölf C-terminalen 
Aminosäuren zugeordnet, die für die PTS1-Vorhersage verwendet wurden. 
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Für beide war bereits gezeigt worden, dass sie sich in einem Gencluster befinden, der für die 
Synthese von MELs verantwortlich ist (Hewald et al, 2006). MELs werden von U. maydis in 
der Abwesenheit einer Stickstoffquelle produziert (Haskins et al, 1955). In genetischen und 
biochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, welche katalytische Funktion die 
vom Cluster codierten Enzyme bei der Herstellung der MELs haben (Hewald et al, 2006; 
Abb. 35). 
2.9.1 Die beiden Acyltransferasen Mac1 und Mac2 lokalisieren in den 
Peroxisomen von U. maydis  
Um die mögliche peroxisomale Lokalisierung der Acyltransferasen Mac1 und Mac2 zu 
untersuchen, wurden Plasmide hergestellt, die N-terminale GFP-Fusionen beider Enzyme 
codieren und unter Kontrolle des konstitutiven otef-Promotors exprimieren. Nach 
erfolgreicher Integration in den ip-Locus des U. maydis Stamms MB215 mCherry-SKL, 
wurde die Lokalisation der beiden Acyltransferasen überprüft (Abb. 36a).  
 
Abbildung 36: Lokalisierung von Mac1 und Mac2 
a; Die Lokalisation von GFP-Mac1 und GFP-Mac2 wurde mikroskopisch untersucht. mCherry-SKL 
diente als Referenz für die Peroxisomen. Der Größenstandard entspricht 10 µm.  
b; Die Lokalisation von GFP-Mac1∆PTS1 und GFP-Mac2∆PTS1 wurde mikroskopisch untersucht. Der 
Größenstandard entspricht 10 µm.  
 
Beide Enzyme lokalisierten ausschließlich in Peroxisomen (Abb. 36a). Als Kontrolle wurden 
Konstrukte hergestellt, in denen die codierende Sequenz für die letzten drei Aminosäuren 
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deletiert war. Diese mutierten Formen waren nicht mehr in der Lage, in die Peroxisomen zu 
gelangen und lagen diffus im Zytoplasma verteilt vor (Abb. 36b). Zwei entscheidende 
Schritte während der Biosynthese von MELs finden demnach vermutlich innerhalb der 
Peroxisomen statt. 
2.9.2 Die zytoplasmatische Lokalisierung von Mac1 und Mac2 führt zur 
Synthese abgewandelter MELs 
Die peroxisomale Lokalisierung zweier entscheidender Enzyme für die MEL-Produktion 
führte zu der Frage, ob diese Kompartimentierung notwendig für die Herstellung der MELs 
ist. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Anwesenheit beider Acyltransferasen für die 
Synthese der Lipide benötigt wird (Hewald et al, 2006). Zunächst wurden mac1 und mac2 in 
dem Stamm MB215 deletiert (MB215∆mac1∆mac2). Der Stamm MB215 produziert im 
Vergleich zu anderen Isolaten größere Mengen Glykolipide (Hewald et al., 2005). Außerdem 
wurden Konstrukte erzeugt, die mac1 und mac2 gleichzeitig unter Kontrolle der endogenen 
Promotoren enthalten. Die Acyltransferasen enthalten in diesen Konstrukten entweder den 
Bereich, der für die PTS1-Motive codiert (mac1 mac2) oder dieser Bereich wurde entfernt 
(mac1∆PTS1 mac2∆PTS1). Diese Konstrukte wurden in den ip-Lokus von 
MB215∆mac1∆mac2 integriert. Die resultierenden Stämme wurden in Medium ohne 
Stickstoffquelle für drei Tage inkubiert und anschließend die mit Ethylacetat extrahierten 
Glykolipide mithilfe einer Dünnschichtchromatographie untersucht (Abb. 37a).  
Bei der Untersuchung der MELs und einer zweiten Gruppe von Glykolipiden den 
Ustilaginsäuren (UA; Haskins, 1950) wurde deutlich, dass die PTS1-Motive nicht generell 
notwendig für die Produktion der MELs sind (Abb. 37a). Das veränderte Laufprofil der MELs 
aus Stämmen mit rein zytoplasmatischen Acyltransferasen zeigte jedoch, dass ohne PTS1-
Motive vermutlich veränderte Lipide gebildet werden (Abb. 37a). Außerdem beeinflusste die 
Anwesenheit von Mac1 und Mac2 im Zytoplasma die Produktion von Ustilaginsäuren (Abb. 
37a). Eine Quantifizierung zeigte, dass die Menge an Ustilaginsäuren im Vergleich zum 
Wildtyp um etwa 50% reduziert war (Abb. A3).  
Um genauere Informationen über die veränderten MELs in Stämmen ohne peroxisomale 
Acyltransferasen zu erhalten, wurden die Glycolipidextrakte in Zusammenarbeit mit Uwe 
Linne vom Fachbereich Chemie (Philipps-Universität Marburg) mithilfe von 
Massenspektrometrie analysiert. Bei der Auftrennung der Lipidextrakte durch HPLC („high 
performance liquid chromatography“) wurde deutlich, dass sich die Zusammensetzung der 
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MELs im Wildtyp und der Mutante ohne peroxisomale Acyltransferasen voneinander 
unterscheidet (Abb. 37b). 
 
Abbildung 37: Acyltransferasen ohne PTS1 führen zur Herstellung von abgewandelten MELs  
a; Lipidextrakte aus den angegebenen Stämmen wurden mittels Dünnschichtchromatographie 
aufgetrennt. Durch Besprühen mit einem Gemisch von Essigsäure/Schwefelsäure/Anisaldehyd 
(50/1/0,5) und durch etwa zweiminütige Inkubation bei 150°C wurden enthaltene Glykolipide sichtbar 
gemacht.  
b; Die Abbildung zeigt die UV-Spektren von Lipidextrakten der angegeben Stämme im MEL-Bereich 
bei 215nm nach HPLC Aufreinigung.  
c; Die gemittelten Massen im MEL-Bereich sind für den Wildtyp und eine Mutante ohne peroxisomale 
Acyltransferasen dargestellt.  
d; Die Fragmentierung der Masse 671 weist auf das Vorhandensein einer unterschiedlichen 
Zusammensetzung der MELs dieser Masse im Wildtyp und der Mutante mit zytoplasmatischen 
Acyltransferasen hin. 
 
Als Referenz diente der Stamm MB215∆mac1∆mac2, der nicht mehr in der Lage ist, MELs 
zu synthetisieren. Erstaunlicherweise wichen die gemittelten Massenspektren der MELs vom 
Wildtyp und der Mutante mit rein zytoplasmatischen Acyltransferasen im Gegensatz zu den 
UV-Spektren nur leicht voneinander ab (Abb. 37c). Tendenziell wurden in den ∆PTS1-
Mutanten mehr MELs kleinerer Massen identifiziert. MELs können sich jedoch in der 
Zusammensetzung der Acylgruppen unterscheiden und sich trotzdem zu einer identischen 
Gesamtmasse addieren (Hewald, 2005). Bei der Untersuchung der fragmentierten Massen fiel 
auf, dass im Wildtyp die Masse von 671 drei verschiedenen MELs entspricht (Abb. 37d). 
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Diese MELs unterscheiden sich durch die Kombination verschiedener Acylreste der Längen 
C16/C2, C14/C4 bzw. C12/C6. Dies gilt prinzipiell auch für die Mutante mit 
zytoplasmatischen Acyltransferasen. Allerdings war hier die Variante C16/C2 im Vergleich 
mit dem Wildtyp drastisch überrepräsentiert, während die beiden anderen MELs nur in 
geringem Maße vorhanden waren (Abb. 37d). Die Fragmentierung der anderen Massen führte 
zu ähnlichen Ergebnissen (Daten nicht gezeigt). 
Demzufolge führt die peroxisomale Lokalisierung der Acyltransferasen in U. maydis zur 
Synthese von MELs die neben Palmitinsäure (Hexadecansäure) noch verkürzte Fettsäuren 
größerer Mengen enthalten. Möglicherweise ist dies bedingt durch eine Kopplung der MEL-
Produktion an die peroxisomale β-Oxidation, bei der Fettsäuren variabler Länge als 
Zwischenprodukte gebildet werden. Außerdem verringert sich durch die zytoplamatische 
Lokalisierung von Mac1 und Mac2 die Menge an Ustilaginsäuren, vermutlich durch 
Konkurrenz um das auch für Ustilaginsäuren notwendige Palmitat. 
2.9.3 Homologe von Mac1 und Mac2 aus A. nidulans enthalten ebenfalls PTS1-
Motive 
Das Genom von A. nidulans enthält Acyltransferasen (AN8136.2 & AN8137.2), die starke 
Sequenzähnlichkeiten zu den im U. maydis „MEL-Cluster“ codierten Enzymen aufweisen 
(Hewald, 2005). Die entsprechenden Gene befinden sich im Genom von A. nidulans ebenfalls 
in direkter Nachbarschaft zueinander. Eine genauere Betrachtung dieser Gene zeigte, dass die 
beiden resultierenden Acyltransferasen ebenfalls PTS1-Motive enthalten.  
 
Abbildung 38: PTS1-Motive in Mac-Homologen aus A. nidulans  
Die zwölf C-terminalen Aminosäuren von AN8136.2 und AN8137.2 wurden fusioniert an RFP in 
S.cerevisiae exprimiert. GFP-SPS19 diente als Referenz für die Peroxisomen. Der Größenstandard 
entspricht 5 µm. 
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Zur Überprüfung ihrer Funktionalität wurden die C-terminalen zwölf Aminosäuren beider 
Acyltransferasen an RFP fusioniert und die Lokalisierung der entstehenden Fusionsproteine 
in S. cerevisiae untersucht. Die C-terminalen Motive aus beiden Acyltransferasen waren in 
der Lage, den Transport von RFP in die Peroxisomen zu vermitteln (Abb. 38). 
Diese Daten sind ein Anzeichen dafür, dass die peroxisomale Kompartimentierung von 
Acyltransferasen für die Synthese von Sekundärmetaboliten konserviert sein könnte, auch 






























In den Untersuchungen zu dieser Arbeit konnten mit alternativem Spleißen, programmiertem 
Überlesen von Stopcodons und abweichenden PTS1-Motiven drei unterschiedliche Wege 
identifiziert werden, die dazu führen, dass eine Reihe glykolytischer Enzyme in 
verschiedenen Pilzen sowohl im Zytoplasma als auch in den Peroxisomen lokalisiert ist. 
Diese Beobachtung war unerwartet, da die Glykolyse in Pilzen und Tieren mit der Ausnahme 
der Trypanosomen als typischer Stoffwechselweg des Zytoplasmas gilt (Michels et al, 2006). 
Es konnte gezeigt werden, dass die Mechanismen zur Erzeugung alternativer Isoformen der 
glykolytischen Enzyme in den betrachteten Pilzen variieren. Eine genauere Charakterisierung 
dieses Phänomens in U. maydis erlaubte dann erste Rückschlüsse auf die biologische 
Funktion der dualen Lokalisierung glykolytischer Enzyme und lieferte Hinweise auf eine 
Rolle der Peroxisomen beim Metabolismus von Zucker. Des Weiteren wurden während dieser 
Arbeit mehrere andere neuartige peroxisomale Proteine in U. maydis identifiziert und 
untersucht; unter anderem die Acyltransferasen Mac1 und Mac2, die an der Bildung von 
Glykolipiden in U. maydis beteiligt sind (Hewald et al, 2006).  
3.1 Die Bedeutung und Verbreitung von alternativem Spleißen in Pilzen  
Insbesondere vielzellige Organismen generieren eine hohe Variabilität von Transkripten 
durch differentielles Spleißen (Ast, 2004). In einer genomweiten Studie konnte gezeigt 
werden, dass bis zu 90% der humanen Transkripte alternativ gespleißt werden können (Wang 
et al, 2008). In dem einzelligen Pilz C. neoformans zeigen dagegen nur etwa 4,5% der 
Transkripte Spleißvarianten, obwohl dieser Basidiomycet im Vergleich mit anderen 
einzelligen Pilzen eine hohe Anzahl Introns aufweist (Loftus et al, 2005). Auch in 
Ascomyceten konnten nur vereinzelte alternative Transkriptvarianten nachgewiesen werden 
(Ebbole et al, 2004; Galagan et al, 2005; Kempken, 2013). 
Einige neuere Arbeiten lieferten allerdings Hinweise dafür, dass alternatives Spleißen auch in 
einzelligen Pilzen alternative Proteinvarianten hervorbringt. Neben der hier beschriebenen 
Entdeckung von Spleißvarianten, die für peroxisomale Isoformen der glykolytischen Enzyme 
GAPDH und PGK codieren, wurden vor kurzem aus Y. lipolytica bzw. C. albicans 
Spleißvarianten von Transkripten entdeckt, die für eine Malatdehydrogenase bzw. eine 6-
Phosphogluconatdeydrogenase mit PTS1 codieren (Kabran et al, 2012; Strijbis et al, 2012). 
Diskussion 58 
Ferner wurde in U. maydis differentielles Spleißen in Transkripten für Intersectin1 
(Um06013) beobachtet, das eine entscheidende Rolle als Gerüstprotein bei der Endozytose 
spielt (Hlubek, 2008; O’Bryan, 2010). Die längere Isoform enthält am C-Terminus einen 
Guaninnukleotidaustauschfaktor für die Rho-GTPase Cdc42 (Rossman et al, 2005). 
Bemerkenswert ist in diesem Fall, dass sowohl das differentielle Spleißen als auch die 
entstehende Domänenarchitektur der Varianten von Intersectin im humanen System 
konserviert sind (Hussain et al, 1999). 
Die Vermutung, dass Variation durch alternatives Spleißen vor allem in höheren Organismen 
bedeutend ist, resultiert primär aus Arbeiten an dem Modellsystem S. cerevisiae, dessen Gene 
nur wenige Introns aufweisen (Goffeau et al, 1996). Reguliertes Spleißen hat aber auch in 
S. cerevisiae eine wichtige Funktion, beispielsweise bei der Bildung von Meiose-spezifischen 
Proteinen (Juneau et al, 2007). Die Duplikation des gesamten Genoms könnte eine 
Begründung dafür sein, dass in S. cerevisiae bisher jedoch keine durch differentielles 
Spleißen hervorgerufenen Proteinvarianten entdeckt wurden (Wolfe et al, 1997). 
Beispielsweise codieren in S. cerevisiae jeweils mehrere Gene für Isoformen von 
Malatdehydrogenasen oder NADP abhängigen Isocitratdehydrogenasen mit unterschiedlicher 
subzellulärer Lokalisierung, während in anderen Pilzen entsprechende Varianten dieser 
Enzyme von einem Gen aus gebildet werden (Haselbeck & McAlister-Henn, 1991; Henke et 
al, 1998; Kabran et al, 2012; McAlister-Henn et al, 1995; Minard & McAlister-Henn, 1991; 
Szewczyk et al, 2001). Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die 
Translationsregulatoren Ski7 und Hbs1 in S. cerevisiae und S. pombe von zwei Genen aus 
gebildet werden, während in anderen mit der Bäckerhefe eng verwandten Pilzen alternatives 
Spleißen eines Transkripts zur Bildung der beiden Regulatoren führt (Marshall et al, 2013). 
Auch in dieser Arbeit konnten keine peroxisomalen Varianten von GAPDH oder PGK in 
S. cerevisiae und S. pombe entdeckt werden, die durch alternatives Spleißen entstehen. 
Interessanterweise besitzt S. cerevisiae jedoch drei Gene, die für Enzyme mit GAPDH-
Funktion (www.yeastgenome.org: Tdh1, Tdh2, Tdh3) codieren (McAlister & Holland, 1985). 
Bisher wurde jedoch für keines der drei Enzyme eine Lokalisierung in den Peroxisomen 
beschrieben. Es ist allerdings nicht auszuschließen, dass die Regulation dieser Gene den 
Stoffwechsel in ähnlicher Weise beeinflussen kann wie die Kompartimentierung der Enzyme 
in Peroxisomen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass bestimmter Stress (z. B. die stationäre 
Phase) zur differentiellen Regulation der drei GAPDH codierenden Gene aus S. cerevisiae 
führt (Boucherié et al, 1995).  
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Aus allen diesen Daten lässt sich ableiten, dass in S. cerevisiae womöglich aufgrund der 
Duplikation des Genoms oder der Duplikation einzelner Gene identische Enzymfunktionen, 
die an unterschiedlichen Orten in der Zelle bzw. unter bestimmten Stressbedingungen 
benötigt werden, vornehmlich aus Produkten verschiedener Gene hervorgehen. Im Gegensatz 
dazu werden in anderen einzelligen Pilzen zur Expression der entsprechenden Enzyme mit 
unterschiedlicher Lokalisierung tendenziell Mechanismen wie alternatives Spleißen, das 
Überlesen von Stopcodons oder auch alternative Transkriptionsstartpunkte verwendet 
(Szewczyk et al, 2001). 
Allerdings erscheint alternatives Spleißen in höheren Eukaryoten im Vergleich mit 
alternativem Spleißen in Pilzen weitaus komplexer reguliert zu sein. In höheren Eukaryoten 
werden die verwendeten Exons markiert und eine beträchtliche Zahl unterschiedliche 
Transkripte wird häufig ausgehend von einer prä-mRNA gebildet, z. B. indem Exons 
alternativ zusammengesetzt werden (Keren et al, 2010; Matlin et al, 2005). In den hier 
identifizierten alternativen Spleißvarianten, die für unterschiedlich lokalisierte glykolytische 
Enzyme codieren, kommt es hingegen aufgrund einer Kombination von alternativem Spleißen 
mit alternativer Polyadenylierung zu mehreren Isoformen. Alternativ werden die Introns 
durch die Benutzung alternativer 5’Spleißstellen bzw. 3’Spleißstellen verlängert oder 
verkürzt.  
Es ist bisher ungeklärt, ob das Verhältnis der Isoformen glykolytischer Enzyme konstant ist 
oder einer Regulation unterliegt. In der Mehrzahl der untersuchten Pilze dienen 
unterschiedliche Mechanismen der Generierung der peroxisomalen Isoformen von GAPDH 
und PGK (alternatives Spleißen und das Überlesen von Stopcodons). Wenn die peroxisomale 
Lokalisierung von GAPDH und PGK gemeinsam reguliert wird, müsste eine Co-Regulation 
von Spleißen und dem programmierten Überlesen des Stopcodons stattfinden. 
3.2 Gezieltes Überlesen von Stopcodons zur Erzeugung alternativer 
Isoformen  
Das Überlesen eines Stopcodons, das für die Herstellung peroxisomaler Isoformen von PGK 
und TPI aus U. maydis aber auch von einigen GAPDH-Homologen aus Ascomyceten 
verwendet wird, ist in Eukaryoten ein bisher nur wenig charakterisierter Mechanismus zur 
Erzeugung alternativer Proteinvarianten. Vor allem in RNA-Viren ist das gezielte Überlesen 
von Stopcodons verbreitet, um die Varianz von Proteinen zu erhöhen, die ausgehend von 
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einer mRNA hergestellt werden können (Baranov et al, 2002; Dam et al, 1990). Für das 
effiziente Überlesen eines Stopcodons ist häufig die Sequenz in direkter Nachbarschaft des 
Stopcodons und teilweise zusätzlich noch die Ausbildung einer Sekundärstruktur in der 
3’UTR oder auch stromaufwärts des Stopcodons entscheidend (Bertram et al, 2001). Bei den 
Experimenten in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Sequenzbereich stromabwärts 
des Stopcodons für die Synthese einer verlängerten Isoform der PGK in U. maydis benötigt 
wird. In diesem Bereich bildet sich laut Vorhersage auch eine Sekundärstruktur. Eine 
genauere Untersuchung dieses Sequenzbereichs mit Hilfe von Trunkationsanalysen ergab 
jedoch sowohl im Fall von pgk1 als auch im Fall von tpi1, dass der Bereich mit 
vorhergesagter Sekundärstruktur für das Überlesen des Stopcodons nicht unbedingt benötigt 
wird, sondern möglicherweise nur dessen Effizienz erhöht (Alina Stiebler & Johannes Freitag, 
unveröffentlichte Daten). Für das Überlesen der Stopcodons von tpi1 bzw. pgk1 waren drei 
bzw. fünf stromabwärts liegende Nukleotide ausreichend. In beiden Genen endet der 
Leserahmen auf das Stopcodon TGA, auf das die sehr ähnlichen Sequenzmotive CTCGA 
(pgk1) bzw. CTAGC (tpi1) folgen. Die Nukleotide vor dem Stopcodon unterscheiden sich bei 
den beiden Genen hingegen deutlich. Interessanterweise ist in dem nah verwandten Pilz 
S. reilianum nur das Sequenzmotiv hinter dem Stopcodon von tpi1 (http://mips.helmholtz-
muenchen.de/genre/proj/sporisorium; sr14299) konserviert, während die Sequenz hinter dem 
Stopodon von pgk1 (sr15784) deutlich abweicht (ATCGC). In Viren kann das Überlesen 
eines Stopcodons TGA durch die Sequenz CTC stromabwärts des Stopcodons ausgelöst 
werden, die exakt hinter dem Stopcodon von pgk1 aus U. maydis auftritt (Leng et al, 1998; Li 
& Rice, 1993). Das Sequenzelement CTA hinter dem Stopcodon TGA wurde auch im 
humanen System mit ineffizienter Translationstermination in Verbindung gebracht. Es konnte 
gezeigt werden, dass der Sequenzkontext TGACTA überlesen wird und damit einen letalen 
Phänotyp supprimieren kann, der durch eine „nonsense“-Mutation hervorgerufen wird (Pacho 
et al, 2011).  
Im Unterschied zu U. maydis und S. reilianum entstehen die peroxisomalen Isoformen der 
GAPDH in den untersuchten Ascomyceten durch das Überlesen von Stopcodons. Die 
Stopcodons der GAPDH Transkripte und deren Kontext erscheinen dabei kaum konserviert 
zu sein (siehe Abb. A1). Zum Beispiel endet das GAPDH codierende Gen gpd1 aus dem 
filamentösen Ascomyceten N. crassa auf das Stopcodon TAA. In Untersuchungen des 
peroxisomalen Proteoms von N. crassa konnten sowohl GAPDH als auch PGK als 
peroxisomale Proteine ohne PTS1-Motiv identifiziert werden (Managadze et al, 2010). Beide 
Enzyme aus N. crassa besitzen jedoch vermutlich PTS1-Motive, die vom Überlesen des 
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ersten Stopcodons bzw. von alternativem Spleißen herrühren. Das potentiell überlesene 
Stopcodon TAA von gpd1 wird von den Sequenzen AGGCT und ATCGG eingerahmt. Ein 
derartiger Sequenzkontext wurde noch nicht mit ineffizienter Termination bzw. dem 
Überlesen von Stopcodons in Verbindung gebracht. Allerdings wurde für das Stopcodon 
TAA bereits nachgewiesen, dass es in Eukaryoten effizient überlesen werden kann. In der 
Taufliege Drosophila melanogaster löst die ineffiziente Termination an einem UAA-Codon 
der hdc (headcase) mRNA die Bildung eines Inhibitors für die Verzweigung von Tracheen 
aus (Steneberg et al, 1998). Die Synthese dieses Inhibitors hängt von der Ausbildung einer 
Sekundärstruktur im 3’Bereich des Stopcodons ab (Steneberg & Samakovlis, 2001). Darüber 
hinaus sind zwei weitere Gene aus D. melanogaster gut charakterisiert, deren Stopcodons 
effizient überlesen werden (Klagges et al, 1996; Robinson & Cooley, 1997).  
Lange waren in Eukaryoten neben den genannten Beispielen nur drei andere Gene bekannt, 
bei denen das Überlesen der Stopcodons zur Herstellung alternativer Isoformen führt. In 
Kaninchen wird durch das Überlesen eines Stopcodons eine verlängerten Isoform von β-
Globin hergestellt und in S. cerevisiae konnten ebenfalls zwei Gene identifiziert werden, 
deren Stopcodons häufig überlesen werden und zur Bildung alternativer Proteine führen 
(Chittum et al, 1998; Namy et al, 2002, 2003). In der Bäckerhefe und in anderen Organismen 
führen zudem bestimmte Suppressor-Stämme, die die Wirkung vorzeitiger Stopcodons in 
essentiellen Genen unterdrücken können, zum Überlesen der Stopcodons etlicher Gene. In 
einer Arbeit zur Evolution und biologischen Funktion des Prions Sup35 aus S. cerevisiae wird 
diskutiert, dass das durch Sup35 ausgelöste Überlesen von Stopcodons die Variabilität einer 
Population erhöht und so einen potentiellen Selektionsvorteil hervorruft (True & Lindquist, 
2000).  
Die Sequenzierung und genauere vergleichende Analyse der Genome einiger Drosophila 
Arten führte jedoch zu der Erkenntnis, dass wahrscheinlich das gezielte Überlesen von 
Stopcodons häufiger auftritt, als zuvor vermutet wurde (Clark et al, 2007; Stark et al, 2007). 
In einer systematischen Suche konnten über 250 Kandidatengene identifiziert werden, in 
denen das Überlesen des Stopcodons möglicherweise in den verschiedenen sequenzierten 
Drosophila Arten konserviert ist (Jungreis et al, 2011). Zudem konnten diese Autoren zeigen, 
dass im Fall des durchlässigen Stopcodonkontext TGAC Sekundärstrukturen sowohl in der 
3’UTR als auch stromaufwärts des Stopcodons relativ selten sind und eher bei den weniger 
durchlässigen Stopcodons TAG und TAA vorkommen. Dies spricht dafür, dass auch im Fall 
von tpi1 und pgk1 aus U. maydis womöglich keine Sekundärstrukturen benötigt werden, da 
beide das Stopcodon TGA aufweisen. Ob eine Sekundärstruktur jedoch bei einigen der 
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anderen untersuchten Gene aus Pilzen von Bedeutung ist, muss noch genauer untersucht 
werden. Außerdem ist noch zu klären, ob beim Überlesen der Stopcodons von GAPDH, PGK 
und TPI codierenden Transkripten eine Aminosäure inseriert wird oder diese Codons 
übersprungen werden, was ebenfalls vereinzelt beobachtet werden konnte (Baranov et al, 
2002; Bertram et al, 2001).  
Die weite Verbreitung von verlängerten peroxisomalen Isoformen glykolytischer Enzyme in 
Pilzen zeigt, dass in dieser Gruppe von Organismen, aber womöglich auch darüber hinaus, 
das programmierte Überlesen von Stopcodons keine Randerscheinung und für die Herstellung 
alternativer Isoformen mit C-terminalem PTS1-Motiv gut geeignet ist. Eine genaue 
Charakterisierung der Sequenzelemente bzw. der strukturellen Motive, die verantwortlich für 
das Überlesen der Stopcodons bei den in dieser Arbeit untersuchten Genen sind, könnte die 
Entdeckung weiterer verlängerter Isoformen mit PTS1 ermöglichen.  
3.3 Ein erweitertes peroxisomales Proteom bedingt durch die duale 
Lokalisierung von Proteinen und ungewöhnliche PTS1-Motive 
3.3.1 Mechanismen zur dualen Lokalisierung von Proteinen  
Während dieser Arbeit wurden, neben den bisher diskutierten Mechanismen der alternativen 
mRNA-Prozessierung bzw. der ineffizienten Termination der Translation, Proteine mit PTS1-
Motiven identifiziert, die nicht ausschließlich in den Peroxisomen lokalisieren, sondern zum 
Teil oder sogar überwiegend im Zytoplasma lokalisiert sind. Die N-terminalen GFP-
Fusionsproteine von Gpd1 und GAPDHpex aus U. maydis befanden sich trotz PTS1 teilweise 
im Zytoplasma, während das typische peroxisomale Protein Pte1 ausschließlich in den 
Peroxisomen zu finden war. Die einfachste Erklärung ist, dass die beiden PTS1-Motive 
entgegen der Vorhersage in vivo ineffizient sind und so keinen vollständigen Import 
hervorufen. Außerdem ist bekannt, dass die GAPDH in Prokaryoten und Eukaryoten 
Tetramere bildet, was den Import in Peroxisomen möglicherweise erschweren bzw. die 
Zugänglichkeit von Pex5 zum PTS1 behindern könnte (Skarznski et al, 1987; Vellieux et al, 
1993). Da jedoch auch Oligomere in Peroxisomen importiert werden können, ist jedoch auch 
vorstellbar, dass Komplexe mit Untereinheiten mit und ohne PTS1 in die Peroxisomen 
gelangen (Glover et al, 1994). Die Glycerol-3-phosphat Dehydrogenase Gpd1 aus 
S. cerevisiae wird in der Nähe des PTS-Motivs phosphoryliert und so der Import in die 
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Peroxisomen verhindert (Jung et al, 2010). Eine derartige posttranslationale Modifikation 
könnte ebenfalls die duale Lokalisierung von Gpd1 in U. maydis begründen.  
Neben GAPDH, PGK und TPI besitzen auch noch die FBA und die PEPCK aus U. maydis 
funktionelle PTS1-Motive. Allerdings war es bisher nicht möglich die partielle peroxisomale 
Lokalisation der Volllängenproteine zu beobachten (Ergebnisse dieser Arbeit; Julia Ast, 
persönliche Mitteilung). Ob die untersuchten Proteine gar nicht oder nur zum Teil in den 
Peroxisomen lokalisieren, wird derzeit untersucht. In manchen Proteinen haben PTS1-Motive 
keine Wirksamkeit, die isoliert peroxisomalen Import vermitteln können (Kohlwein et al, 
2013). Eine duale Lokalisation von FBA und PEPCK im Peroxisom und im Zytoplasma 
erscheint jedoch nicht unwahrscheinlich, da beide Enzyme in funktioneller Beziehung zu den 
bereits im Peroxisom identifizierten Enzymen der Glykolyse/Gluconeogenese stehen. Die 
FBA katalysiert sogar direkt die Reaktion, die Substrate für GAPDH und TPI zur Verfügung 
stellt oder verbraucht. Ferner wurden die FBA und auch die TPI in einer Studie des 
peroxisomalen Proteoms des Ascomyceten P. chrysogenum in den Peroxisomen gefunden 
(Kiel et al, 2009).  
Demnach bewirken in U. maydis und auch in weiteren Pilzen mindestens drei 
unterschiedliche Mechanismen die duale Lokalisierung von Proteinen in Peroxisomen und im 
Zytoplasma (Abb. 39). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass alternative 
Transkriptionsstarts zur differentiellen Lokalisierung der NADP abhängigen 
Isocitratdehydrogenase (Idp) aus A. nidulans in Peroxisomen, dem Zytoplasma und zusätzlich 
noch den Mitochondrien führt (Abb. 39; Szewczyk et al, 2001). Eine potentielle NADP 
abhängige Iscocitratdehydrogenase (Um06111) aus U. maydis hat ebenfalls ein funktionelles 
PTS1-Motiv und die differentielle Lokalisierung dieses Proteine wird durch alternative 
Transkriptionsstarts und alternatives Spleißen determiniert (Julia Ast, persönliche Mitteilung).  
Es konnte bereits gezeigt werden, dass sich eine Reihe von Proteinen sowohl in 
Mitochondrien als auch in Chloroplasten befindet, obwohl sie vom selben Gen codiert sind. 
Vergleichbar mit den im vorherigen Teil beschriebenen peroxisomalen Proteinen können 
alternative Transkriptionsstarts, Translationsstarts oder alternatives Spleißen die Ausbildung 
von zwei Isoformen bedingen, die eine N-terminale Zielsteuerungssequenz für entweder 
Mitochondrien oder Chloroplasten beinhalten (Peeters & Small, 2001). Einige 
Lokalisierungssignale ermöglichen sogar den Import in beide Organellen (Akashi et al, 1998; 
Menand et al, 1998). 
Diskussion 64 
 
Abbildung 39: Verschiedene Mechanismen führen in U. maydis zur differentiellen Lokalisierung 
von Proteinen in Peroxisomen und andere Kompartimente  
a; Die NADP-abhängige Isocitratdehydrogenase lokalisiert abhängig von zwei unterschiedlichen 
Transkriptionsstarts in A. nidulans entweder in Mitochondrien, dem Zytoplasma oder in Peroxisomen 
(Szewczyk et al, 2001). Dies scheint in U. maydis konserviert zu sein (Julia Ast, persönliche 
Mitteilung). mTP = „mitochondrial matrix-targeting signal“ 
b und c; Durch alternatives Spleißen und dem programmierten Überlesen des ersten Stopcodons 
können am C-Terminus verlängerte Proteine gebildet werden, die in den Peroxisomen lokalisieren 
können. 
d; Manche Proteine mit funktionellen PTS1-Motiven lokalisieren nur zum Teil in den Peroxisomen. Der 
Ausdruck „schwache“ PTS1-Motive ist eine Vereinfachung und bezieht sich auf Proteine, die trotz 
konstitutivem PTS1-Motiv nur teilweise in den Peroxisomen zu finden sind.  
 
Die Mechanismen zur Lokalisierung von Proteinen, die sich in Mitochondrien und noch 
mindestens in einem anderen Kompartiment befinden, sind besonders gut untersucht worden 
(Yogev & Pines, 2011). Beispielsweise lokalisiert humanes Renin neben den Mitochondrien 
noch im ER und die Endonuklease Apn1 aus S. cerevisiae lokalisiert durch die Maskierung 
des Kernlokalisierungssignals im Zytoplasma und den Mitochondrien anstelle des Zellkerns 
(Clausmeyer et al, 1999; Vongsamphanh et al, 2001). Für die Fumarase aus S. cerevisiae 
wurde sogar der Rücktransport von Mitochondrien ins Zytoplasma dokumentiert (Knox et al, 
1998; Stein et al, 1994). Die Fumarase katalysiert in Mitochondrien eine Reaktion des Krebs-
Zyklus (Voet et al, 2010). Im Zytoplasma hat die Fumarase eine vollkommen andere 
Funktion und wird bei DNA-verändernden Bedingungen in den Zellkern transportiert, wo die 
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Bildung von Fumarat der Akkumulation von DNA-Doppelstrangbrüchen entgegen wirkt 
(Yogev et al, 2010). Dual lokalisierte Proteine haben jedoch manchmal auch vergleichbare 
Funktionen in verschiedenen Organellen (Yogev & Pines, 2011). Beispielsweise spielt das 
humane Protein hFis1 eine Rolle bei der Teilung von Mitochondrien und Peroxisomen und 
lokalisiert Pex19 abhängig in der peroxisomalen Membran (Delille & Schrader, 2008; Koch 
et al, 2005). 
Die überraschende Identifizierung von glykolytischen Enzymen in den Peroxisomen von 
Pilzen ist ein Hinweis darauf, dass das peroxisomale Proteom weitere dual lokalisierte 
Proteine beinhalten könnte, die in bisherigen Untersuchungen nicht aufgefallen sind. Mit der 
Ausnahme von Trypanosomen wurde die Glykolyse bisher nicht mit Peroxisomen in 
Verbindung gebracht, sondern galt als zytoplasmatisch bzw. in Pflanzen teilweise oder sogar 
ausschließlich in den Chloroplasten lokalisiert (Michels et al, 2006; Plaxton, 1996; Voet et al, 
2010). Bei der Suche nach weiteren peroxisomalen Proteinen in U. maydis fiel auf, dass auch 
beide Untereinheiten der NADH abhängigen Isocitratdeydrogenase (Krebs-Zyklus; 
Um01328, Um01329) und eine Pyruvatcarboxylase (Gluconeogenese, Um11593) über 
funktionelle PTS1-Motive verfügen (Julia Ast & Johannes Freitag, unveröffentlichte Daten). 
Der Nachweis dual lokalisierter Proteine ist oftmals schwierig, da solche Proteine in 
Proteomstudien als Kontamination eingestuft werden können. Vergleichbare dual lokalisierte 
Proteine wurden in den Mitochondrien schon mithilfe der LacZ α-Komplementation sichtbar 
gemacht (Karniely et al, 2006). Dieser oder ein vergleichbarer Ansatz wie die Nutzung selbst 
assemblierender GFP-Fragmente könnte besonders für die Charakterisierung von teilweise 
peroxisomal lokalisierten Proteinen hilfreich sein (Cabantous et al, 2004). 
3.3.2 Ungewöhnliche PTS1-Motive 
In Proteom-Studien der Peroxisomen aus S. cervisiae bzw. aus Blättern von Arabidopsis 
thaliana konnten 57 bzw. 17 bis dahin unbekannte peroxisomale Proteine identifiziert 
werden, die zum Teil auch durch ungewöhnliche PTS1-Motive auffielen (Marelli et al, 2004; 
Reumann et al, 2007). In weiteren Arbeiten wurde deutlich, dass A. thaliana eine Vielzahl 
von Proteinen funktionelle PTS1-Motiven aufweisen, die stark vom gültigen Konsensus 
abweichen und zum Teil Rückschlüsse auf neuartige metabolische Funktionen der 
Peroxisomen ermöglichten (Lingner et al, 2011; Reumann et al, 2009). Einige dieser 
ungewöhnlichen Tripeptide (z. B. SSL und ASL) vermittelten auch in Pilzen peroxisomalen 
Import von fluoreszierenden Proteinen und befinden sich am C-Terminus peroxisomaler 
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Isoformen von GAPDH bzw. PGK. Des Weiteren wurden im Verlauf dieser Arbeit andere 
ungewöhnliche PTS1-Motive gefunden, die sogar zum vollständigen peroxisomalen Import 
von fluoreszierender Proteine führten (z. B. SVL und GNL). Daher ist der Konsensus für 
PTS1-Motive auch in Pilzen vermutlich weitaus degenerierter als bisher angenommen wurde. 
Folglich müssen bei bioinformatischen Untersuchungen auch sehr abweichende Motive als 
PTS1 in Betracht gezogen werden.  
 
3.4 Mögliche Funktionen der peroxisomalen Isoformen glykolytischer/ 
gluconeogenetischer Enzyme in Peroxisomen von Pilzen 
3.4.1 Die peroxisomale Isoform von GAPDH als Teil eines Redox-Shuttles 
Für die peroxisomale β-Oxidation von Fettsäuren ist die Regenerierung von oxidiertem NAD+ 
essentiell (Poirier et al, 2006). Da die peroxisomale Membran impermeabel für NADH ist, 
gibt es Mechanismen, um in Peroxisomen NAD+ wieder zur Verfügung zu stellen (Van 
Roermund et al, 1995; Visser et al, 2007). In S. cerevisiae ist die Mdh3 notwendig für diese 
Regenerierung von NAD+ und Deletionsmutanten sind nicht in der Lage auf Fettsäuren zu 
wachsen (Van Roermund et al, 1995). Oxidiertes NAD+ wird folglich beim Wachstum auf 
Fettsäuren mithilfe von membrangängigen Intermediaten (Malat/Oxalacetetat) gegen NADH 
ausgetauscht (Redox-Shuttle). 
Die Deletion der Sequenz von gapd aus U. maydis, die für das PTS1-Motiv codiert, führte zur 
einer Verringerung der Virulenz, hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das 
Wachstum auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen. Allerdings führte die Mutation der 
PTS1-Motive anderer NAD abhängiger peroxisomaler Dehydrogenasen (Mdh1, Gpd1) in 
gapd∆PTS1 Mutanten zu synthetischen Wachstumsdefekten. Zellen, in denen die 
peroxisomale Lokalisation aller drei Dehydrogenasen verhindert wurde, hatten den stärksten 
Wachstumsphänotyp, waren aber noch immer in der Lage, Glucose und Ölsäure als 
Kohlenstoffquelle zu verwerten. Interessanterweise war der Wachstumsdefekt dieser 
Mutanten auf Glucose-Medium sehr ähnlich zum Defekt einer ∆pex6 Mutante. GAPDH 
könnte also in ähnlich wie die Mdh3 aus S. cerevisiae das Verhältnis von NADH/NAD+ 
kontrollieren, ist dafür jedoch nicht essentiell, sondern kann von anderen Dehydrogenasen 
ersetzt werden. Die peroxisomale Lokalisierung einer Malatdehydrogenase ist in der Hefe 
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Y. lipolytica ähnlich wie in U. maydis auch nicht für den Ölsäure Katabolismus notwendig 
(Kabran et al, 2012). Diese Autoren vermuten, dass die peroxisomale Glyerol-3-Phosphat 
Dehydrogenase das Fehlen der peroxisomalen Malatdehydrogenase kompensieren könnte. 
Eine Glyerol-3-Phosphat Dehydrogenase ist in Tieren ebenfalls in den Peroxisomen 
lokalisiert (Gee et al, 1974). Da jedoch in U. maydis auch die gleichzeitige Mutation der 
PTS1-Motive von Mdh1, Gpd1 und GAPDH nicht zum totalen Verlust der peroxisomalen β-
Oxidation führte, muss es alternative Wege geben, um NAD+ in den Peroxisomen zu 
regenerieren. U. maydis enthält keine peroxisomale NAD abhängige Lactatdehydrogenase, 
die in Tieren ebenfalls für den Austausch von reduziertem NADH und oxidiertem NAD+ 
verantwortlich sein könnte (Visser et al, 2007). Jedoch besitzt die aus zwei ähnlichen 
Untereinheiten bestehende NAD abhängige Iscocitratdehydrogenase ein ähnliches Potential 
und weist in U. maydis funktionelle PTS1-Motive auf (Baumgart et al, 1996; McClelland et 
al, 2003; Visser et al, 2006; Julia Ast & Johannes Freitag, unveröffentlichte Daten).  
Redox-Shuttlesysteme kontrollieren das Verhältnis von NADH und NAD+, sind jedoch nicht 
dazu befähigt Redoxäquivalente in Organellen zu importieren. Erst vor kurzem konnte in 
Pflanzen ein Transporter identifiziert werden, der Ähnlichkeiten zum peroxisomalen ATP-
Transporter Ant1 aus der Bäckerhefe aufweist, jedoch NAD+ transportieren kann (Bernhardt 
et al, 2012; Palmieri et al, 2001; van Roermund et al, 2001). Auch im Genom von U. maydis 
sind vier ähnliche Proteine (Um01257, Um04444, Um01782 und Um00919) codiert, die 
entweder einzeln oder gemeinsam die Versorgung der Peroxisomen mit den Cofaktoren 
NADH und ATP gewährleisten könnten. Ob diese möglichen NADH Transporter als 
Antiporter funktionieren und damit ähnlich einem „Shuttle“ auch die Ratio von NADH/NAD+ 
beeinflussen können, ist derzeit noch nicht bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass 
zumindest ein sehr langsamer Austausch von NADH/NAD+ über die Membran von 
Peroxisomen aus der Rattenleber stattfindet (Antonenkov et al, 2004).  
Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass die bisher charakterisierten peroxisomalen NADH 
abhängigen Dehydrogenasen zwar wahrscheinlich die Homöostase von NADH in den 
Peroxisomen beeinflussen können, aber keine essentielle Bedeutung für den peroxisomalen 
Stoffwechsel haben. Sie könnten z.B. als Puffer unter veränderten Stoffwechselbedingungen 
fungieren und schnelle Änderungen in der Ratio von NADH zu NAD+ kompensieren.  
Die PGK könnte an der Kontrolle des Verhältnisses von ATP/ADP in den Peroxisomen 
beteiligt sein (Abb. 40). Es sind im Menschen und der Bäckerhefe zwei Enzyme beschrieben 
worden, die ATP in Peroxisomen benötigen (Antonenkov & Hiltunen, 2012). Die 
peroxisomale Lon-Protease wird vermutlich für den Abbau ungefalteter Proteine benötigt, 
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während VLCASs („Very Long-Chain Acyl-CoA Synthase, Ratte) bzw. LCASs (Long-Chain 
Acyl-CoA Synthase, Bäckerhefe) die ATP abhängige Aktivierung von Fettsäuren katalysieren 
können (Aksam et al, 2007; Hettema et al, 1996; Lazo et al, 1990; Lewin et al, 2002; Kikuchi 
et al, 2004). Für die Versorgung der Peroxisomen mit ATP wurden bisher nur Transporter 
beschrieben und keine Shuttle-Systeme, die wie die in dieser Arbeit identifizierte 
peroxisomale PGK durch die Richtung ihrer Reaktion die Ratio von ATP/ADP in den 
Peroxisomen modifizieren könnten (Palmieri et al, 2001; Visser et al, 2002). 
3.4.2 Glykolyse oder „Moonlighting“ 
Bisher konnte nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass glykolytische Enzyme in 
Peroxisomen von Pilzen eine vom Zuckerstoffwechsel abweichende oder sogar eine 
vollkommen neuartige Funktion erfüllen. Von einigen glykolytischen Enzymen weiß man, 
dass sie abgesehen von ihrer eigentlichen Rolle bei der Glykolyse zusätzlich noch 
vollkommen andere Aufgaben („Moonlighting“) haben können (Huberts & Van der Klei, 
2010). GAPDH-Varianten verschiedener Organismen sind im Zellkern an der Kontrolle der 
Transkription beteiligt, werden ins Periplasma sekretiert, sind mit Tubulin assoziiert, spielen 
eine Rolle bei der Endozytose bzw. Apoptose und binden an transfer-RNA (Delgado et al, 
1995, 2001; Egea et al, 2007; Ishitani et al, 1996; Karkhoff-Schweizer & Knull, 1987; Singh 
et al, 1993; Zheng et al, 2003). Die PGK hat ebenfalls Funktionen abseits der Glykolyse und 
ist z. B. im pflanzlichen Zellkern lokalisiert, während die Enolase sekretiert wird und 
zusätzlich eine Aufgabe bei der Fusion von Vakuolen hat (Anderson et al, 2004; Decker & 
Wickner, 2006; Edwards et al, 2006; Miura et al, 2012). Auch Enzyme aus dem Krebs-
Zyklus weisen häufig noch alternative Funktionen auf (Sriram et al, 2005). Gerade im Falle 
dieser evolutionär ursprünglichen Enzyme erscheinen also mehrere bis diverse Funktionen 
keine Seltenheit zu sein (Copley, 2012).  
Allerdings konnten im Laufe dieser Arbeit fünf mit der Glykolyse in Verbindung stehende 
Enzyme identifiziert werden, die PTS1-Motive beinhalten und in der Lage sind, ihre Substrate 
ineinander umzuwandeln. Sie bilden so ein größeres Netzwerk von Stoffwechselreaktionen in 
Peroxisomen (Abb. 40). Bei der Reorganisation der Glykolyse aufgrund von verändertem 
Nährstoffangebot werden in dem Bakterium Bacillus subtilis die Homologe der in 
Peroxisomen von Pilzen befindlichen glykolytischen Enzyme mit der Ausnahme der FBA als 
Modul reguliert (Buescher et al, 2012). Ein derartiger Verbund ist ungewöhnlich für 
„Moonlighting“ und macht es daher wahrscheinlicher, dass die glykolytischen Enzyme in den 
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Peroxisomen für die für sie typischen Stoffwechselreaktionen katalysieren. Außerdem 
wuchsen U. maydis Mutanten, die ausschließlich GAPDH oder PGK mit konstitutiven PTS1-
Motiven enthielten, auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen vergleichbar mit einem 
Wildtypstamm (Julia Ast, vorläufige Ergebnisse). Diese Beobachtung spricht ebenfalls dafür, 
dass sowohl die Glykolyse als auch die Gluconeogenese zum Teil in den Peroxisomen von 
U. maydis ablaufen können. 
 
Abbildung 40: Ein neuartiges metabolisches Netzwerk in den Peroxisomen von Pilzen 
Die Abbildung zeigt die Gleichgewichtsreaktionen, die von den dual lokalisierten glykolytischen 
Enzymen (+ GPD) katalysiert werden. ATP und NADH können je nach Richtung verbraucht oder 
gebildet werden. Das Netzwerk kann abhängig vom Input in beide Richtungen arbeiten. 
 
Fraglich bleibt zu diesem Zeitpunkt allerdings, warum gerade dieser Teil der Glykolyse in 
vielen Pilzen partiell in den Peroxisomen lokalisiert ist. Der Kompensation einer 
Turboexplosion der Glykolyse wie Trypanosomen dienen die glykolytischen Enzyme im 
Peroxisom von Pilzen vermutlich nicht, da die initialen ATP verbrauchenden Reaktionen in 
Pilzen wahrscheinlich ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert sind und nicht wie in 
Trypansomen in den Peroxisomen (Opperdoes & Borst, 1977; Haanstra et al, 2008). Genau 
diese Reaktionen bergen aber die Gefahr von unkontrolliertem ATP-Verbrauch 
(Turboexplosion) und der übermäßigen Konzentrierung von Phosphat auf glykolytische 
Intermediate (McKee & McKee, 2009; Teusink et al, 1998). Auch eine Beteiligung am 
Transport der Peroxisomen, wie sie für GAPDH und PGK erst vor kurzem beim Transport 
von Vesikeln in Neuronen gezeigt wurde, erscheint unwahrscheinlich (Zala et al, 2013). In 
Pilzen werden die glykolytischen Enzyme im Gegensatz zu den neuronalen Vesikeln nicht 
von außen an die Peroxisomen gebunden, sondern befinden sich innerhalb der Peroxisomen, 
die sich in Filamenten von U. maydis und auch in anderen Organismen jedoch schnell und 
über sehr lange Strecken entlang der Mikrotubuli bewegen (Rapp et al, 1996; Steinberg & 
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Schuster, 2011). Der Anteil sich bewegender Peroxisomen könnte als eine Art Diffusor für 
Energie und Metaboliten fungieren. 
Da das neuartige peroxisomale Netzwerk glykolytischer Enzyme evolutionär konserviert ist, 
hat es in Pilzen vermutlich eine wichtige und generelle Funktion. Um zu verstehen, wie die 
peroxisomale Lokalisierung der glykolytischen Enzyme den Metabolismus verändert, könnten 
Untersuchungen des metabolischen Flusses durch die Glykolyse besonders hilfreich sein. Mit 
Hilfe von 13C-markierten Isotopen von Kohlenstoffquellen konnten wichtige generelle 
Prinzipien des Metabolismus abgeleitet werden (Sauer, 2006). Unter anderem wurde gezeigt, 
dass Stoffwechselnetzwerke nicht am absoluten Optimum arbeiten, sondern die Möglichkeit 
eine schnelle Adaptation auf veränderliche Bedingungen ein wichtiges Merkmal ist (Schuetz 
et al, 2012). Ferner scheint der Fluss durch die Glykolyse als zentraler Stoffwechselweg 
vornehmlich posttranslational z. B. über Phosphorylierung der beteiligten Enzyme reguliert 
zu sein (Daran-Lapujade et al, 2007; Oliveira et al, 2012). Analoge Studien könnten in 
Anwesenheit oder Abwesenheit peroxisomaler glykolytischer Enzyme oder in Mutanten ohne 
funktionelle Peroxisomen Aufschluss über die Flussrate durch die Glykolyse geben und die 
Bedeutung peroxisomaler glykolytischer Reaktionen für den Zuckerstoffwechsel aufklären. 
An dieser Stelle sei noch angemerkt, dass einige der in dieser Arbeit identifizierten Enzyme 
mit dualer Lokalisierung miteinander interagieren können (Sullivan et al, 2003; Wojtas et al, 
1997). Mögliche Interaktionen würden vermutlich auch den peroxisomalen Import verkürzter 
Proteine ohne PTS1 erlauben und müssen bei einer detaillierteren Charakterisierung beachtet 
werden.  
3.4.3 Die konstitutiv hohe Zahl von Peroxisomen könnte die duale Lokalisierung 
glykolytischer Enzyme in vielen Pilzen begründen 
Ein offenkundiger Unterschied zwischen U. maydis und S. cerevisiae ist die Regulation der 
Anzahl der Peroxisomen. Während in U. maydis schon unter Wachstumsbedingungen auf 
Zucker eine Vielzahl von Peroxisomen in der Zelle vorliegt, sind in S. cerevisiae Zellen unter 
entsprechenden Bedingungen nur sehr wenige Peroxisomen vorhanden und deren Anzahl 
erhöht sich im Gegensatz zu U. maydis in Abhängigkeit von Ölsäure als Kohlenstoffquelle 
drastisch (Veenhuis et al, 1987; Ergebnisse dieser Arbeit; Julia Ast, persönliche Mitteilung). 
In filamentösen Ascomyceten wie A. nidulans und N. crassa, die ebenfalls peroxisomale 
Isoformen glykolytischer Enzyme enthalten, wurde zwar schon ein Induktion der 
Peroxisomen durch Ölsäure gezeigt; allerdings enthalten diese Organismen beim Wachstum 
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auf Zucker eine erheblich höhere Menge an Peroxisomen als die Bäckerhefe und weisen 
ferner spezialisierte Peroxisomen („Woronin Bodies“) auf (Hynes et al, 2008; Jedd & Chua, 
2000; Maggio-Hall & Keller, 2004; Sichting et al, 2003; Valenciano et al, 1996). Zudem ist 
in vielen Pilzen die Synthese von Biotin und von Siderophoren partiell in den Peroxisomen 
lokalisiert (Gründlinger et al, 2013; Magliano et al, 2011; Tanabe et al, 2011). Für 
S. cerevisiae gilt beides wiederum nicht. Die Peroxisomen der Bäckerhefe sind demnach 
extrem auf die Fettsäureoxidation spezialisierte Organellen, während andere Pilze die 
Peroxisomen für eine größere Zahl von Stoffwechselleistungen verwenden und somit 
konstitutiv in hoher Anzahl generieren. Die beträchtliche Anzahl von Peroxisomen könnte die 
Notwendigkeit für die duale Lokalisierung glykolytischer Enzyme in Peroxisomen und dem 
Zytoplasma verursachen. Da bereits gezeigt werden konnte, dass Peroxisomen für Moleküle 
mit einer Größe von bis zu 400 Da permeabel sind (Antonenkov & Hiltunen, 2006; 
Antonenkov et al, 2004), kann man annehmen, dass die meisten löslichen Intermediate, 
darunter auch die glykolytischen Intermediate, im Zytoplasma und in den Peroxisomen zu 
finden sind. Unter Bedingungen unter denen Glykolyse stattfindet, würden dann die 
Peroxisomen einfach für den Zuckerabbau mitbenutzt werden und so das verfügbare 
Zellvolumen für die Glykolyse schlichtweg erhöhen, besonders in denjenigen Organismen, 
die konstitutiv eine große Menge Peroxisomen beinhalten.  
Einige Ergebnisse meiner Arbeit weisen außerdem daraufhin, dass in U. maydis die 
peroxisomale β-Oxidation auch unter Bedingungen mit Glucose als Kohlenstoffquelle 
konstitutiv stattfindet und so z. B. die Produktion von Glykolipiden mit Acylresten variabler 
Länge gewährleistet wird (siehe Abschnitt 3.6). Es ist vorstellbar, dass die Anwesenheit der 
glykolytischen Reaktionen im Peroxisom eine direkte Kopplung der β-Oxidation an den 
Zuckerstoffwechsel ermöglicht. Dafür spricht auch, dass in U. maydis sowohl die PEPCK als 
auch eine Pyruvatcarboxylase funktionelle PTS1-Motive aufweisen (Ergebnisse dieser Arbeit; 
Julia Ast & Johannes Freitag, unveröffentlichte Daten). Schon länger ist bekannt, dass auch 
Reaktionen des oxidativen Pentosephosphatwegs und des Glyoxylatzyklus in den 
Peroxisomen vieler Organismen stattfinden können (Antonenkov, 1989; Graham, 2008; 
Meyer et al, 2011; Strijbis & Distel, 2010; Strijbis et al, 2012). Ob die peroxisomale 
Lokalisierung glykolytischer Enzyme den zentralen Stoffwechsel generell verändert oder nur 
in besonderen Situationen nötig wird, bleibt abzuwarten. Die Vielzahl unterschiedlicher Pilze, 
die peroxisomale Isoformen von GAPDH und PGK aufweisen, deutet jedoch eine Funktion 
der dual lokalisierten Enzyme unabhängig von einer bestimmten Lebensweise an.  
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3.5 Peroxisomen haben in U. maydis vielfältige Funktionen 
3.5.1 Funktionelle Peroxisomen sind entscheidend für die Virulenz von 
U. maydis  
Die Abwesenheit funktioneller Peroxisomen führte in U. maydis zu einer drastischen 
Reduzierung der Virulenz. Auch in anderen pflanzenpathogenen Pilzen spielen Peroxisomen 
eine entscheidende Rolle bei der Infektion ihrer Wirtspflanzen (Kimura et al, 2001; 
Soundararajan et al, 2004; Ramos-Pamplona & Naqvi, 2006; Goh et al, 2011). In 
Colletotrichum lagenarium führt die Deletion des Homologs von pex6 schon früh während 
der Infektion zu Defekten, da sich keine funktionellen Infektionsstrukturen (Appressorien) 
ausbilden können (Kimura et al, 2001). ∆pex6 Mutanten in U. maydis waren sogar noch 
früher in der Infektionsphase gestört und bilden nur eine reduzierte Anzahl von b-abhängigen 
Hyphen aus.  
Welche weiteren Funktionen Peroxisomen während des Lebenszyklus von U. maydis erfüllen, 
wird derzeit genauer untersucht. Dabei ist noch nicht endgültig geklärt, ob der Verlust der 
peroxisomalen β-Oxidation alleine für den drastischen Pathogenitätsphänotyp der 
peroxisomalen Mutanten verantwortlich ist. Die Deletion des Gens mfe2a, das für ein 
multifunktionelles Enzym der β-Oxidation codiert, hat in U. maydis zwar keine starke 
Reduzierung der Virulenz zur Folge, führt aber wie die Deletion von pex6 zum Verlust des 
Wachstums auf Ölsäure (Klose & Kronstad, 2006; Kretschmer et al, 2012). Allerdings konnte 
gezeigt werden, dass Mfe2a zum Teil überlappende Funktionen mit einer weiteren Isoform 
des multifunktionellen Enzym (Mfe2b) zeigt (Kretschmer et al, 2012). Die Deletion der Gene 
für beide Enzyme hat erhebliche Auswirkungen auf die Virulenz und das filamentöse 
Wachstum von U. maydis.  
Aus anderen Pilzen ist bekannt, dass Peroxisomen auch von der β-Oxidation unabhängige 
Funktionen erfüllen können. In M. grisea wird der PTS2-Rezeptor Pex7 nicht für das 
Wachstum auf unterschiedlichen Fettsäuren benötigt, eine Deletion des entsprechenden Gens 
hat allerdings erhebliche Auswirkungen auf die Infektion der Wirtspflanze (Goh et al, 2011). 
In U. maydis wird Pex7 ebenfalls nicht für das Wachstum auf Ölsäure benötigt, pex7-
Mutanten sind jedoch nur leicht in ihrer Virulenz beeinträchtigt (Domenica Martorana, 
persönliche Mitteilung). Außerdem konnte gezeigt werden, dass in dem filamentösen 
Ascomyceten Podospora anserina die Deletion unterschiedlicher pex-Gene den Lebenszyklus 
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in verschiedenen Entwicklungsstadien stört (Bonnet et al, 2006). Während Pex2 für den 
Eintritt in die Meiose benötigt wird, sind die PTS1-Rezeptoren dafür nicht notwendig. pex5 
Mutanten sind in diesem Pilz jedoch im sexuellen Zyklus gestört und inhibieren die Bildung 
von Perithecien.  
3.5.2 Peroxisomen spielen in U. maydis eine Rolle beim Metabolismus von 
Zucker 
Wie für peroxisomale Mutanten der Ascomyceten A. nidulans und S. cerevisiae bereits 
beschrieben, waren auch in U. maydis ∆pex6-Mutanten und ∆pex5-Mutanten nicht in der 
Lage Ölsäure als Kohlenstoffquelle zu verwerten (Erdmann et al, 1989; Erdmann & Kunau, 
1992; Hynes et al, 2008; der Leij et al, 1993; Voorn-Brouwer et al, 1993; Ergebnisse dieser 
Arbeit).  
Außerdem führte in U. maydis die Deletion von pex6 zusätzlich noch zu reduziertem 
Wachstum, wenn Prolin oder Glucose als Kohlenstoffquelle angeboten wurden. Es war 
bereits bekannt, dass z. B. in A. nidulans für das Wachstum auf Prolin Enzyme der 
Gluconeogenese benötigt werden (Hynes et al, 2002, 2007). Interessanterweise besitzen die 
PEPCK und eine Pyruvatcarboxylase (Um11593) aus U. maydis funktionelle PTS1-Motive 
(Ergebnisse dieser Arbeit; Julia Ast & Johannes Freitag, unveröffentlichte Daten). Auch in 
anderen Organismen ist die Regulation von Peroxisomen eng mit der Regulation der 
Gluconeogenese verknüpft (Masters, 1997). Dieser Zusammenhang erscheint auch deshalb 
sinnvoll, weil unter Bedingungen in denen Glucose produziert werden muss, häufig 
gleichzeitig Fettsäuren abgebaut werden (z. B. beim Wachstum von Mikroorganismen auf 
Fettsäuren aber auch bei der Mobilisierung des Speicherfetts bei der Keimung von Samen). 
Ob tatsächlich ein Teil der Gluconeogenese in Pilzen im Peroxisom stattfindet, oder ob das 
beim Metabolismus von Prolin potentiell entstehende toxische Glyoxylat 
(www.genome.jp/kegg/pathway.html) in den Peroxisomen umgesetzt wird, ist derzeit 
Gegenstand der Untersuchung. Ein Enzym des Glyoxlatzyklus, die Malatsynthase (Um15004; 
PTS1-Vorhersage: 3,3) ist in U. maydis wie in anderen Pilzen vermutlich in den Peroxisomen 
lokalisiert (Kunze et al, 2002, 2006; Maeting et al, 1999; Tanaka & Ueda, 1993). Die Rolle 
der Peroxisomen bei der Gluconeogenese ist anscheinend jedoch unabhängig von der 
peroxisomalen Lokalisierung des zuvor beschriebenen enzymatischen Netzwerks reversibler 
glykolytischer/gluconeogentischer Reaktionen (Abb. 40), da ∆PTS1-Mutanten von gapd und 
pgk1 keinen Wachstumsphänotyp auf Prolin aufwiesen. 
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Die mögliche Funktion von Peroxisomen bei der Glykolyse wurde bereits im vorherigen 
Kapitel ausführlich diskutiert. An dieser Stelle sei noch angemerkt, dass es sich bei dem 
Wachstumsphänotyp von pex6-Mutanten auf Glucose-Medium nicht um eine Besonderheit 
von U. maydis handelt, sondern ein vergleichbarer Phänotyp schon bei einer Studie 
peroxisomaler Mutanten in C. neoformans aufgefallen war (Idnurm et al, 2007).  
Peroxisomen haben also neben ihrer weit verbreiteten Rolle bei der β-Oxidation von 
Fettsäuren zumindest in einigen Pilzen noch wichtige Funktionen beim Metabolismus von 
Zuckern.  
3.5.3 U. maydis codiert für zwei Pex5-Homologe mit unterschiedlicher Funktion 
Schon vor einigen Jahren war aufgefallen, dass einige Basidiomyceten zwei Versionen des 
PTS1-Rezeptors Pex5 besitzen (Kiel et al, 2006). In U. maydis führte die Deletion der beiden 
zugehörigen Gene (pex5a und pex5b) zu unterschiedlichen Phänotypen. Während beide 
Rezeptoren für das Wachstum auf Ölsäure benötigt wurden, hatte die Deletion von pex5b 
zusätzlich noch einen deutlichen Wachstumsdefekt auf Glucose-Medium zur Folge. 
Außerdem zeigte eine ∆pex5b Mutante in Infektionsexperimenten eine weitaus erheblichere 
Reduzierung der Virulenz als eine ∆pex5a Mutante. Ferner waren nur pex5b und nicht pex5a 
Mutanten im filamentösen Wachstum gestört. Diese Ergebnisse zeigen, dass die beiden 
Rezeptoren unterschiedliche Funktionen haben. In C. neoformans hat die Deletion des 
potentiellen Homologs von pex5a ebenfalls keine Auswirkungen auf das Wachstum auf 
Glucose; das potentielle Homolog von Pex5b wurde in diesem Pilz jedoch bisher noch nicht 
genauer untersucht (Idnurm et al, 2007). 
Beide Pex5 Homologe sind in U. maydis vermutlich für den Import von Proteinen mit 
unterschiedlichen PTS1-Motiven verantwortlich. So rief die Deletion von pex5a den Verlust 
des Imports von Proteinen mit eher ungewöhnlichen PTS1-Motiven hervor, während Pex5b 
für den Import von Proteinen mit eher klassischen PTS1-Motiven wie SKL verantwortlich 
war (Julia Ast, persönliche Mitteilung; Ergebnisse dieser Arbeit). Zudem wurde festgestellt, 
dass die beiden Gene pex5a und pex5b während des Lebenszyklus von U. maydis 
unterschiedlich reguliert werden (Michael Bölker, persönliche Mitteilung). 
Diese Ergebnisse führten zu dem Schluss, dass die differentielle Expression der beiden 
Rezeptoren in U. maydis zu einer Veränderung des peroxisomalen Proteoms in 
unterschiedlichen Phasen des Lebenszyklus beitragen könnte. Derzeit wird untersucht, welche 
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Proteine spezifisch durch einen der beiden Rezeptoren importiert werden und welche 
Auswirkungen dieser differentielle Import auf den Lebenszyklus von U. maydis hat. 
3.6 Kompartimentierung der Glykolipidsynthese in U. maydis 
MELs und Ustilaginsäuren werden von U. maydis unter Stickstoffmangelbedingungen in 
großen Mengen produziert (Haskins, 1950; Haskins & Thorn, 1951; Haskins et al, 1955). In 
dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass zwei essentielle Enzyme der MEL-
Biosynthese in den Peroxisomen lokalisiert sind. Diese beiden Enzyme, die verantwortlich für 
die Verknüpfung von Fettsäureresten mit dem Zuckergrundgerüst sind (siehe Abb. 35), 
enthalten funktionelle PTS1-Motive und lokalisieren vollständig in den Peroxisomen. Auch in 
Pseudozyma antarctica, der für die Gewinnung von MELs in größerem Maßstab verwendet 
wird und in S. reilianum enthalten die potentiellen Homologe beider Proteine 
(PANT_19d00003, PANT_1900002 (NCBI) und Sr14187, Sr12506) PTS1-Motive (Morita et 
al, 2013a; Morita et al, 2013b; Schirawski et al, 2010). Auch A. nidulans besitzt ähnliche 
Acyltransferasen mit PTS1-Motiv. Daraus lässt sich ableiten, dass die peroxisomale 
Lokalisierung der Acyltransferasen für die Herstellung der MELs konserviert ist.  
MELs werden von Mac1 und Mac2 mit Fettsäureresten unterschiedlicher Länge verestert 
(Hewald et al, 2006). Stämme, die Mac1 und Mac2 ohne PTS1-Motiv produzieren, 
synthetisierten zwar noch MELs, allerdings war die Länge der Fettsäureseitenketten 
verändert, weit weniger variabel und hatte eine eindeutige Tendenz in Richtung C16 (langer 
Rest) bzw. C2 (kurzer Rest). In Wildtypzellen mit peroxisomalen Acyltransferasen traten 
hingegen Seitenketten von C14 und C12 im Fall des langen Rests bzw. C6 und C4 im Fall des 
kurzen Rests gemeinsam in einem Glykolipid häufiger auf. Im Peroxisom ist die MEL-
Synthese vermutlich direkt an die β-Oxidation gekoppelt, was die Bildung der MELs mit 
variableren Seitenketten hervorruft. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in P. antarctica 
die Inhibierung der β-Oxidation ebenfalls zur Produktion abgewandelter MELs mit weniger 
variablen Seitenketten führt (Kitamoto et al, 1998).  
Auch bei der Herstellung anderer Sekundärmetaboliten wie Penicillin haben Peroxisomen 
eine wichtige Funktion (Müller et al, 1992; Spröte et al, 2009). Mehrere Enzyme für die 
Synthese von Penicillin und auch von Cephalosporin lokalisieren in den Peroxisomen (Kiel et 
al, 2009; Müller et al, 1991; Spröte et al, 2009). Wie bereits erwähnt, findet auch die 
Synthese von Siderophoren zum Teil in Peroxisomen statt (Gründlinger et al, 2013). Hierbei 
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bildet U. maydis jedoch eine Ausnahme, da die entsprechenden Enzyme keine PTS-Motive 
beinhalten. Auffällig ist jedoch, dass das Gencluster, das die für die Synthese des Siderophors 
Ferrichrom A benötigten Enzyme codiert, zusätzlich noch ein Gen für eine Acyltransferase 
(Um01438) mit potentiellem PTS1-Motiv enthält (Winterberg et al, 2010). Interessanterweise 
hat dieses Enzym deutliche Ähnlichkeiten zu den Acyltransferasen Mac1 und Mac2 aus U. 
maydis (Hewald et al, 2006). um01438 wird auf transkriptioneller Ebene stark abweichend 
von den anderen Clustergenen reguliert, da seine Expression nicht deutlich auf Eisen reagiert, 
sondern vor allem in Tumoren stark erhöht ist (Michael Bölker; persönliche Mitteilung). 
Generell ist eine Kompartimentierung der Synthese von Sekundärmetaboliten bzw. der 
Endprodukte in Eukaryoten weit verbreitet. Zur Produktion des Mycotoxins Aflatoxin nutzt 
Aspergillus flavus nicht nur die peroxisomale β-Oxidation, sondern einige der Reaktionen zur 
Herstellung dieses Gifts finden vermutlich auch in spezialisierten Vesikeln statt (Chanda et al, 
2009; Maggio-Hall et al, 2005). Beim Sekundärmetabolismus der Pflanzen ist 
Kompartimentierung ebenfalls von entscheidender Bedeutung. Flavonoide wie etwa 
Anthocyan akkumulieren in der Vakuole und die zur Synthese benötigten Enzyme sind an der 
zytoplasmatischen Seite des ER verankert (Burbulis & Winkel-Shirley, 1999; Zhang et al, 
2006). Die Kompartimentierung dient der effizienten Synthese der Metaboliten und kann im 
Fall von Toxinen auch die Selbstvergiftung der Organismen verhindern (Deus-Neumann & 
Zenk, 1984; Roze et al, 2011). In U. maydis hat die partielle Kompartimentierung der MEL-
Synthese noch einen ganz anderen Effekt. Die Menge an Ustilaginsäuren war in Stämmen, die 
Mac1 und Mac2 im Zytoplasma enthielten im Vergleich mit einem Wildtypstamm deutlich 
reduziert. Die Fehllokalisation von Mac1 und Mac2 behindert demnach die gleichzeitige 
Synthese der beiden Lipide. Für die Synthese der Ustilaginsäuren wird die Fettsäuresynthase 
Fas2 benötigt (Teichmann et al, 2007). Die von Fas2 hergestellten kurzen Fettsäuren könnten 
im Zytoplasma auch für die Herstellung von MELs benutzt werden. Mac1 bzw. Mac2 
scheinen zudem den für die Produktion von Ustilaginsäuren benötigten Pool von C16-
Fettsäuren im Zytoplasma zu reduzieren. Die Kompartimentierung der Acyltransferasen für 
die MEL-Herstellung erlaubt also nicht nur die Synthese von MELs mit variablen 
Seitenketten, sondern ermöglicht die gleichzeitige ungestörte Produktion von zwei 
unterschiedlichen Glykolipiden (MEL und UA), die ähnliche Substrate verwenden. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Materialien mit Bezugsquellen 
4.1.1 Chemikalien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden vornehmlich von Difco (Augsburg), 
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen und waren 
überwiegend von der Qualität p.a.. 
4.1.2 Antikörper und Enzyme 
Restriktionsenzyme wurden von Fermentas/Thermo Scientific (St. Leon-Rot) oder New 
England Biolabs (NEB; Frankfurt) bezogen. Zur Amplifikation von DNA wurden die 
Polymerasen Phusion Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase (Finnzymes/NEB, Frankfurt), 
KOD Extreme Polymerase (Novagen/Merck, Darmstadt) oder der Pfu-Polymerase (Thermo 
Scientific) verwendet. Dephosphorylierung von DNA erfolgte mit der Shrimp Alkaline 
Phosphatase (SAP) von Fermentas/Thermo Scientific. Das Auffüllen von einzelsträngiger 
DNA wurde mit dem Klenow-Fragment (NEB) durchgeführt. RNA bzw. DNA wurde mit der 
RNase A von AppliChem (Gatersleben) bzw. DNase I von NEB enzymatisch abgebaut. Der 
Ligation von DNA-Fragmenten diente die T4 DNA Ligase (Roche; Mannheim). Bakterielle 
bzw. pilzliche Zellwände wurden mit Lysozym (Roche) bzw. Novozym 234 (Novo Nordisc, 
Kopenhagen) oder Lysing enzymes aus Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich) degradiert. 
Antikörper gegen GFP bzw. α-Tubulin wurden von den Firmen Santa Cruz Biotechnology 
(Heidelberg) bzw. Calbiochem/Merck (Darmstadt) bezogen. 
4.1.3 Puffer und Lösungen 
Für bestimmte Methoden direkt benötigte Puffer sind unter der Beschreibung der jeweiligen 
Methode aufgeführt. Andere verwendete Standardlösungen und Puffer wurden nach Ausubel 
et al, 1987 oder Sambrook et al, 1989 hergestellt. Wenn nötig wurden die verwendeten 
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Lösungen und Puffer vor ihrer Verwendung für 20 min bei 121°C autoklaviert oder alternativ 
mit einem Sterilfilter (Porengröße 0,2 µm) von Sarstedt (Nümbrecht) sterilisiert. 
4.1.4 Kits 
Zur Präparation von Plasmiden in kleinem Maßstab wurde das ZR-Plasmid Miniprep Kit 
(Zymo Research, Freiburg) verwendet. In großem Maßstab benötigte Plasmide wurden 
mithilfe des GenElute HP Maxiprep Kits (Sigma-Aldrich) gereinigt. DNA aus Agarose Gelen 
wurde mit dem Gel/PCR Fragments Extraction Kit (Avegene, Hamburg) präpariert. Zur 
Reinigung von RNA diente das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden). 
4.1.5 Geräte 
Geräte, die direkt für bestimmte Methoden verwendet wurden, sind bei den jeweiligen 
Methoden aufgeführt. Der Zentrifugation von Reaktionsgefäßen (1,5 und 2 ml) diente eine 
Heraeus Biofuge pico und der Zentrifugation größerer Reaktionsgefäße (15 und 50 ml) eine 
Heraeus Multifuge. Der Erwärmung von Reaktionsgefäßen auf eine definierte Temperatur 
dienten Thermomixer (Eppendorf, Hamburg).  
4.1.6 Sonstige Materialien 
Blottingpapier (Roth)  
Cryo-Röhrchen (Sarstedt)  
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml ,15 ml, 50 ml; Sarstedt)  
Glasperlen (Sigma)  
Kunststoff-Küvetten (Sarstedt)  





Sterile Spritzen und Kanülen (Braun, Melsungen) 
Sterilfilter (Sarstedt)  
4.2 Kultivierung von Mikroorganismen 
Alle verwendeten Medien wurden bei 121°C für 20 min autoklaviert. 
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4.2.1 Kultivierung von Escherichia coli 
Die Anzucht von E. coli erfolgte in dYT-Medium bzw. SOB-Medium ohne Magnesium 
schüttelnd bei 200 Upm bzw. auf dYT-Festmedium bei 37°C bzw. bei Raumtemperatur. Als 
Antibiotikum zur Selektion auf Plasmide wurde Ampicillin in einer Konzentration von 100 
µg/ml eingesetzt.  
 
dYT-Flüssigmedium  
1,6% (w/v) Trypton-Pepton 
1,0% (w/v) Hefeextrakt 
0,5% (w/v) NaCl 
in H2Obid. 
(Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar) 
 
SOB-Flüssigmedium ohne Magnesium 
0,5% (w/v) Hefe 
2% (w/v) Trypton/Pepton 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
in H2Obid. 
4.2.2 Kultivierung von S. cerevisiae 
S. cerevisiae Stämme wurden generell bei 30°C inkubiert. Flüssigkulturen wurden bei 200 
Upm schüttelnd in YEPD-Medium oder in Synthetic Complete (SC)-Medium angezogen. Um 
Selektionsbedingungen zu erzeugen, wurde im Fall von Auxotrophie-Markern auf den Zusatz 
der entsprechenden Aminosäuren oder von Uracil in SC-Medium verzichtet. Festmedien 
basierten ebenfalls auf SC-Medium bzw. YEPD Medium. Zur Selektion auf 
Transformationsereignisse wurde außerdem Nourseothricin (clonNAT) in einer Konzentration 





2% (w/v) Pepton  
1% (w/v) Hefeextrakt 
2% (w/v) Glucose (nach dem Autoklavieren) 
in H2Obid. 
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SC-Medium  
0,17% (w/v) Yeast Nitrogen Base w/o amino acids 
0,2% (w/v) Ammoniumsulfat 
2% (w/v) Glucose (nach dem Autoklavieren) 
0,0147% (w/v) Dropoutmix zusammengesetzt aus: 2 g L-Alanin, 2 g L-Arginin, 2 g L-Asparaginsäure, 2 g L-
Asparagin, 2 g L-Cystein, 2 g L-Glutaminsäure, 2 g L-Glutamin, 2 g L-Glycin, 2 g Inositol, 2 g L-Isoleucin, 2 g 
L-Lysin, 0,2 g p-Aminobenzoesäure, 2 g L-Phenylalanin, 2 g L-Prolin, 2 g L-Serin, 2 g L-Threonin, 2 g L-Valin 
0,04% (w/v) L-Histidin 
0,01% (w/v) L-Adenin 
0,04% (w/v) L-Tryptophan 
0,08% (w/v) L-Leucin 
0,04% (w/v) Uracil 
je nach Selektionsbedingung wurden einzelne dieser Komponenten nicht zugesetzt 
(Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar) 
in H2Obid.; pH 5,6 
4.2.3 Kultivierung von U. maydis 
U. maydis wurde entweder in YEPS-Flüssigmedium oder YNB-Flüssigmedium bei 28°C und 
180 Upm inkubiert. Als Festmedien dienten Potato-Dextrose- (PD) oder YNB-Agar. Zur 
Selektion wurden die Antibiotika Carboxin (2 µg/ml), Hygromycin (200 µg/ml), 
Nourseothricin (150 µg/ml) oder Phleomycin (40 µg/ml) eingesetzt. Dauerkulturen wurden 
nach Zugabe 50% NSY-Glycerin bei -80°C gelagert. Für fast alle Experimente wurden 
Kulturen aus der logarithmischen Wachstumsphase mit einer OD600 zwischen 0,7 und 1 
verwendet. Die Ausnahme bilden hier die Kulturen für die Extraktion von Glycolipiden. Hier 
wurden Kulturen verwendet, die für drei Tage in YNB-Medium (pH 4,5) mit 1% (w/v) 
Glucose ohne Stickstoffquelle gezogen waren. 
 
YEPS-Medium 
1% (w/v) Hefeextrakt  
2% (w/v) Pepton  




0,17% Yeast Nitrogen Base w/o amino acids 
0,2% Ammoniumsulfat 
als Kohlenstoffquellen wurden verwendet: 2% Glucose, 2% Saccharose, 2% Mannose, 2% Fructose, 2% 
Galaktose, 0,1% Ölsäure 
in H2Obid.; pH = 5,6 
(Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar) 
 
PD-Festmedium 
2,4% Potato Dextrose Broth  
2% Bactoager  
in H2Obid. 
(zum Teil + 1% (w/v) Aktivkohle) 
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NSY-Glycerin 
0,8% (w/v) Nutrient Broth  
0,1% (w/v) Hefeextrakt  
0,5% (w/v) Saccharose  
69,6 % (v/v) Glycerin 
in H2Obid 
4.2.4 Bestimmung der optischen Dichte (OD) von Kulturen 
Die optische Dichte von Kulturen wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 600 nm 
(OD600) oder 550 nm (OD550) bestimmt. Dabei wurden Kulturen über einer OD600 bzw. OD550 
von 1 verdünnt, um einen in etwa linearen Zusammenhang von OD zur Zellzahl 
sicherzustellen. Als Referenz diente nicht bewachsenes Kulturmedium. 
4.3 Stämme, Plasmide und Oligonukleotide 
4.3.1 E. coli Stämme 
Für sämtliche Klonierungen wurde der E. coli Stamm Top Ten (Invitrogen, Karlsruhe) mit 
dem folgenden Genotyp verwendet: F-, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), Φ80lacZΔM15, 
ΔlacX74, deoR, recA1, araD139, Δ(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL(StrR), endA1, nupG. 
4.3.2 S. cerevisiae Stämme 
Alle verwendeten S. cerevisiae Stämme waren Derivate von S288c (Mortimer & Johnston, 
1986; Euroscarf) mit dem Genotyp MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0 und enthielten 
zusätzlich GFP-SPS19 (Freitag et al, 2012). Dieser Stamm wurde mit Derivaten des Plasmids 
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4.3.3 U. maydis Stämme 
In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten U. maydis Stämme aufgeführt. 
Die Stämme wurden überwiegend während dieser Arbeit hergestellt. Einige der Stämme* 
stammen aus der Zusammenarbeit mit Julia Ast (aus einer von mir betreuten Masterarbeit). 
Von den Deletionsmutanten wurden in den meisten Fällen drei, aber zumindest zwei 
unabhängige Mutanten phänotypisch charakterisiert. Bei Stämmen mit ip-Locus Integrationen 
wurde, wenn im Text bemerkt mit Southern Analyse die Häufigkeit der Integration bestimmt. 
 
 
Tab. 1 U. maydis Stämme 







































Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL 
GFP-Pte1 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
GAPDH 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL 
GFP-GAPDHpex 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL 
GFP-GAPDHcyt 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL 
GFP-PGK 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL 
GFP-PGKpex 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL 
GFP-PGKcyt 





Freitag et al, 2012 
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Stammbezeichnung Genotyp Resistenz Referenz 
Bub8 ∆pex6 mCherry-SKL 















Bub8 ∆pex5a mCherry-SKL 









a2 b4 ∆pex5b 
 
NatR 








Julia Ast, pers. 
Mitteilung 
 
Bub8 ∆pex5a ∆pex5b 
 












Freitag et al, 2012 
SG200 mCherry-SKL 
∆pex5a 
a1::mfa2 bW2 bE1 Potef :mcherry-
SKL ∆pex5a 
 
HygR, NatR,, PhleoR 
 
Freitag et al, 2012 
SG200 mCherry-SKL 
∆pex5b 
a1::mfa2 bW2 bE1 Potef :mcherry-
SKL ∆pex5b 
 
HygR, CbxR, PhleoR,  
 









HygR, CbxR , PhleoR NatR 
 
 

















HygR, PhleoR NatR 
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Freitag et al, 2012 
 
SG200 pgk1∆PTS1  
 




Freitag et al, 2012 
SG200 gapd∆PTS1 
pgk1∆PTS1 
a1::mfa2 bW2 bE1  
gapd∆PTS1 pgk1∆PTS1 
 
HygR, NatR, PhleoR 
 
































Freitag et al, 2012 
Bub8 gapd∆PTS1 
gpd1∆PTS1 





Freitag et al, 2012 
Bub8 gapd∆PTS1 
gpd1∆PTS1 mdh1∆PTS1 
a2 b4 gapd∆PTS1 
gpd1∆PTS1 mdh1∆PTS1 
 
HygR, NatR, PhleoR 
 
Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
Gpd1 
a2 b4 Potef :mcherry-SKL 
ipR[Potef:egfp-gpd1]ipS 
 
Hyg R, CbxR 
 
Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1Mdh1 
a2 b4 Potef :mcherry-SKL 
ipR[Potef:egfp-PTS1Mdh1]ipS 
 
Hyg R, CbxR 
 
Freitag et al, 2012* 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
Tpipex 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
Tpipex 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
FBA 





Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1FBA 





Freitag et al, 2012* 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1GAPDH2 (P.b.) 
a2 b4 Potef :mcherry-SKL 




Freitag et al, 2012* 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1PGK1 (H. s.) 
a2 b4 Potef :mcherry-SKL 




Freitag et al, 2012* 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1PGK2 (H. s.) 





Freitag et al, 2012* 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1PGK1 (B. t.) 





Freitag et al, 2012* 
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Stammbezeichnung Genotyp Resistenz Referenz 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1PEPCK 




Julia Ast, pers. 
Mitteilung 
 
MB215 ∆mac1 ∆mac2 
 
a2 b13 ∆mac1 ∆mac2 
 
HygR, NatR 
Björn Sandrock, pers. 
Mitteilung 
MB215 ∆mac1 ∆mac2 
mac1 mac2 
a2 b13 ∆mac1 ∆mac2 
ipR[Pmac1:mac1 Pmac2:mac2 ]ipS 
 




MB215 ∆mac1 ∆mac2 
mac1∆PTS1 mac2∆PTS1 










































Bub8 GFP+DEG1  







Bub8 GFP+DEG2  







Bub8 GFP-NosT+DEG2  













































Freitag et al, 2012 
Bub8 mCherry-SKL GFP-
PTS1PGK2 (B. t.) 
a2 b4 Potef :mcherry-SKL 




Freitag et al, 2012* 
 
Material und Methoden 86 
4.3.4 Plasmide 
In der nachfolgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide dargestellt mit 
zugehörigen Referenzen dargestellt. 
 
         Tab. 2 Verwendete Plasmide 
Bezeichnung Resistenz Referenz 
pbs-hhn AmpR, HygR Kämper et al, 2004 
pMF-1n AmpR, NatR Brachmann et al, 2004 
pMF-1p AmpR, NatR Brachmann et al, 2004 
 
pJet2.1 + Stuffer 
 
AmpR 
Kay Schink, pers. 
Mitteilung 
p123 AmpR, CbxR Aichinger et al, 2003 











Björn Sandrock, pers. 
Mitteilung 
pMF-1c AmpR, CbxR Brachmann et al, 2004 
pJet gpd1∆PTS1 AmpR, HygR Freitag et al, 2012 
 
Nachfolgend sind die in dieser Arbeit hergestellten Plasmide mit verwendeten 
Oligonukleotiden und Klonierungsstrategien beschrieben. Oligonukleotide sind immer in 5’-
3’ Richtung angegeben. Restriktionsschnittstellen sind in Rot hervorgehoben. Die Teile der 
Oligonukleotide, die direkt der Amplifikation auf der ersten Matrize dienten, sind in 
Großbuchstaben und Überhänge in Kleinbuchstaben gezeigt. Plasmide wurden vor der 
Verwendung sequenziert.  
 
pGFP+Deg1 
Dieses Plasmid enthält das Intron von rac1 hinter dem 
Stopcodon von GFP. Die das rac1-Intron beinhaltende 
Sequenz wurde in die NotI-Schnittstelle von p123 
eingefügt. Dabei wurde ein Linker mit zusätzlichen 
Schnittstellen generiert. 
Oligonukleotide 
Fw („Forward“): catgcggccgctccggatggccaagggccc 
GACCATCAAGTGTGTAGTCG 
pGFP+Deg2 
Dieses Plasmid enthält den ORF von cdc24 hinter 
dem Stopcodon von GFP. Der ORF von cdc24 wurde 
in die NotI-Schnittstelle von p123 eingefügt. Dabei 











Dieses Derivat von pGFP+Deg2 enthält das 
MscI/EcoRV-Fragment aus pOTEF, mit dem Nos 
Terminator in der MscI-Schnittstelle direkt hinter dem 
offenen Leserahmen von egfp.  
 
pOTEFmcherrySKL 
In diesem Plasmid wurde in pOTEF der offene 
Leserahmen von egfp durch mCherrySKL ersetzt. 







Dieses Plasmid enthält gapd mit Intron und PTS1-
Motiv codierendem Bereich inseriert zwischen die 
MluI- und XbaI-Schnittstellen von pOTEF, um eine 





Dieses Plasmid enthält den gapd ORF inseriert 
zwischen die MluI- und XbaI-Schnittstelle von 
pOTEF, um eine N-terminale GFP-Fusion zu 
erzeugen. Der ORF endet nach dem ersten Stop. Somit 





Dieses Plasmid enthält den gapd ORF inseriert 
zwischen die MluI- und XbaI-Schnittstelle von 
pOTEF, um eine N-terminale GFP-Fusion zu 






Dieses Plasmid ist ein Derivat von pbs-hhn. Es enthält 
das PvuII/EcoRV-Fragment aus pOTEFmcherry-SKL 
mit dem otef-Promotor, dem ORF von mCherrySKL 
und dem Nos-Terminator. Dieses Fragment wurde in 
die ApaI-Schnittstelle von pbs-hhn inseriert, deren 




Dieses Plasmid enthält den ORF von pgk1 und 
zusätzlich noch die Sequenz die bei Überlesen des 
Stopcodons zu der verlängerten Isoform führt. Diese 
Sequenz wurde in die MluI- und XbaI-Schnittstellen 





Dieses Plasmid enthält den ORF von pgk1 ohne die 
Sequenz nach dem ersten Stopcodon. Diese Sequenz 







Dieses Plasmid enthält den ORF von pgk1 mit der 
Sequenz nach dem ersten Stopcodon. Das Stopcodon 
wurde durch ein Serincodon ersetzt, so dass 
konstitutiv die verlängerte Isoform der PGK entsteht. 
Diese Sequenz wurde in die MluI- und XbaI-











In dieses Plasmid wurde der ORF von pgk1 und 84 
Nukleotide nach dem ersten Stopcodon zwischen die 
BamH1- und SmaI-Schnittstelle von pOTEF inseriert. 







In dieses Plasmid wurde der pgk1-Promotor in pOTEF 
(BglII/SmaI) inseriert und außerdem der ORF von 
pgk1 und 84 Nukleotide nach dem ersten Stopcodon 
an egfp fusioniert. Das zweite Stopcodon wurde durch 
TGG ersetzt. 
Fw (Promotor) : atatagatctCTCCTCATCATATAG 
ACTGATGTCG 
Rev (Promotor): atatcccgggTTTCGTAGACGTGTA 
CCAGTTAC 
Fw (pgk1-ORF): atatacgcgtgATGTCTCTTTCCAG 
CAAGCTTGG  






Dieses Derivat von pOTEF enthält den ORF von pte1 
inseriert zwischen die MluI- und XbaI-Schnittstellen, 









In dieses Plasmid wurde der ORF von pgk1 und 3 
Nukleotide nach dem ersten Stopcodon zwischen die 





Dieses Derivat von pOTEF enthält den ORF von gpd1 
inseriert in die MluI-Schnittstelle, um eine N-






Dieses Derivat von pOTEF enthält den ORF von tpi1 
inseriert in die MluI- und XbaI-Schnittstellen, um eine 
N-terminale GFP-Fusion zu erzeugen. Das erste 







Dieses Plasmid enthält den offenen Leserahmen von 
Mac1 inseriert in die Msc1- und XbaI-Schnittstellen, 





Dieses Plasmid enthält den offenen Leserahmen von 
Mac1 inseriert in die Msc1- und XbaI-Schnittstellen, 
um eine N-terminale GFP-Fusion zu erzeugen. Die 
Sequenz für die letzten drei Aminosäuren fehlt. 
Fw: atatgatatcttATGATCAACAACGCTCTCCG 
Rev: atattctagattaCTAGATGGCCACGCGTGCGG 
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pGFP-Mac2 
Dieses Plasmid enthält den offenen Leserahmen von 
Mac1 inseriert in die MluI- und XbaI-Schnittstellen, 





Dieses Plasmid enthält den offenen Leserahmen von 
fba1 inseriert in die MscI- und XbaI-Schnittstellen, um 




Dieses Plasmid enthält den offenen Leserahmen von 
Mac1 inseriert in die MluI- und XbaI-Schnittstellen, 




Im nachfolgenden Teil sind die Oligonukleotide für die Konstrukte zur Herstellung von 
Deletionsmutanten dargestellt. Als Quelle für Resistenzkassetten dienten pbs-hhn, pMF-1n, 
pMF-1p und pMF-1c. Diese Konstrukte wurden entweder nach der Ligation und 
anschließender PCR direkt transformiert oder für die weitere Verwendung in den pJet 2.1 
bzw. p123 inseriert. Diese Plasmide wurden dann sequenziert und dienten z. B. dem 
































































Plasmide zur Untersuchung von peroxisomaler Lokalisierung in S. cerevisiae basierten alle 
auf einer modifizierten Version von pCT320 (Freitag et al, 2012; Renicke et al, 2013). In 
dieses modifizierte Plasmid wurden immer hybridisierte Oligonukleotide inseriert, die für die 
letzten zwölf Aminosäuren eines potentiell peroxisomalen Proteins codierten. Die 
modifizierte Version enthält einen „Linker“ mit den Schnittstellen HindIII, MscI und XhoI. 
Diese Plasmide wurden vornehmlich von Julia Ast in ihrer von mir betreuten Masterarbeit 
hergestellt.  
 




In der nachfolgenden Tabelle sind Oligonukleotide gezeigt, die für RT-PCR und qRT-PCR 
verwendet wurden. 
                
                  Tab. 3 Oligonukleotide 
Bezeichnung Sequenz Verwendung 
ppi fw TCGACATCGTCAAGGCTATC qRT-PCR 
ppi rev CGATGGTGATCTTGGACTTG qRT-PCR 
egfp fw CATGGTCCTGCTGGAGTTC qRT-PCR 
egfp rev CTTGTACAGCTCGTCCATGC qRT-PCR 
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Bezeichnung Sequenz Verwendung 
gapd fw TGCCGGTATCTCTCTCAACA qRT-PCR 
gapd pA GCGGGCCGATACTTTACTTA qRT-PCR 
gapd rev1 AAAGTCGTGAAGCGCCAGC qRT-PCR 
gapd rev2 TGAAGCGCCATTACGCGCTGT qRT-PCR 
pgkA fw (A. n.) GCTGAGGACAAGATTAGCCA RT-PCR 
pgkA rev1 (A. n.) GCTCGTTTCACAAAATTCTTC RT-PCR 
pgkA rev2 (A. n.) AACGTAGCCATTGTCACAGTC RT-PCR 
gapd fw TGCCGGTATCTCTCTCAACA qRT-PCR 
 
4.4 Mikrobiologische Methoden 
4.4.1 Transformation von E. coli 
Für die Transformation des E. coli-Stamms Top Ten wurde ein modifiziertes Protokoll nach 
Hanahan et al, 1991 verwendet. 100 ml einer bei Raumtemperatur in SOB-Medium 
gewachsenen Kultur mit einer OD550 von ungefähr 0,4 wurden pelletiert (4000 Upm, 10 min, 
4°C). Die Zellen wurden anschließend in einem Drittel des Ausgangsvolumens in eiskaltem 
CCMB80-Puffer aufgenommen und für 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die 
Zellsuspension wieder pelletiert (4000 Upm, 10 min, 4°C) und in einem Zwölftel des 
Ausgangsvolumens resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 75 µl Portionen aliquotiert 
und bei -80°C gelagert.  
 
CCMB80-Puffer 
10 mM KOAc pH 7.0  
80 mM CaCl2*2H2O  
20 mM MnCl2*4H2O  
10 mM MgCl2*6H2O  
10% (v/v) Glycerin  
in H2Obid; pH 6,4 
 
Zur Transformation wurden die Zellen für etwa 5 min auf Eis aufgetaut und anschließend mit 
1-10 µl gelöster Plasmid-DNA bzw. mit einem Ligationsansatz gemischt. Nach 15minütiger 
Inkubation auf Eis wurden die Zellen 90 sec bei 42°C aufgewärmt. Anschließend wurde die 
Suspension direkt auf dYT-Festmedium mit Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37°C 
inkubiert. 
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4.4.2 Transformation von S. cerevisiae 
S. cerevisiae wurde in YEPD bis zu einer OD600 von 0,8 kultiviert. Es wurden die Zellen einer 
50 ml Kultur geerntet (2.000 Upm, 3 min) und in sterilem H2Obid gewaschen. Anschließend 
wurden die Zellen in 10 ml SORB äquilibriert, erneut abzentrifugiert und in 500 μl SORB 
aufgenommen. Dann wurden 60 μl einer denaturierten DNA-Lösung (10 mg/ml salmon 
sperm DNA) zugegeben. Die so behandelten Zellen wurden direkt transformiert oder bei 
80°C mehrere Monate aufbewahrt. 
 
SORB  
100 mM Lithium-Acetat 
1 mM Na2-EDTA 
1 M Sorbitol 
in 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; sterilfiltriert 
 
PEG  
100 mM Lithium-Acetat 
1 mM Na2-EDTA 
40% PEG3350 
in 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; sterilfiltriert 
 
Für die Transformation wurden 50 μl kompetente Zellen mit bis zu 10 μl Plasmid-Lösung 
(etwa 1 μg DNA) und 360 μl PEG für 30 min bei 28°C inkubiert. Nach einem Hitzeschock 
von 15 min bei 42°C wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (2.000 Upm, 3 min) 
und zweimal in 1 ml YEPD gewaschen. Nach zweistündiger Inkubation in YEPD bei 30°C 
wurde der Transformationsansatz auf entsprechendes SD-Selektionsmedium ausgestrichen.  
4.4.3 Transformation von U. maydis 
Die Transformation von U. maydis erfolgte gemäß eines modifizierten Protokolls nach Schulz 
et al, 1990. 50 ml einer U. maydis Kultur mit einer optischen Dichte zwischen 0,5 und 1 
wurde für 5 min bei 3500 Upm pelletiert und einmal in 20 ml SCS-Lösung gewaschen. 
Anschließend wurden die Zellen in 5ml SCS mit 2mg/ml Novozym 234 oder 20 mg/ml 
T. harzianum Lysing Enzymes aufgenommen und protoplastiert. Nachdem etwa 80% der 
Zellen anprotoplastiert waren, wurden 25 ml eiskalte SCS-Lösung zugegeben und die 
entstehende Zellsuspension für 10 min bei 2300 Upm pelletiert (4°C). Die Zellen wurden 
weitere zweimal mit eiskalter SCS-Lösung gewaschen, um Reste der Enzyme zu entfernen. 
Danach wurden die Zellen einmal mit eiskalter STC-Lösung gewaschen und anschließend in 
0,5 ml STC-Lösung aufgenommen und in Portionen von 50 µl aufgeteilt. Diese Protoplasten 
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1 M Sorbitol  
in 20 mM Na-Citrat  
pH 5,8; sterilfiltriert 
 
STC-Lösung 
100 mM CaCl2  
1 M Sorbitol in 10 mM Tris-HCl 
pH 7,5; sterilfiltriert 
 
STC/PEG-Lösung 




Top: 1 M Sorbitol in YEPS  
1,5% (w/v) Bactoagar 
Bottom: wie Top, zusätzlich doppelt konzentriertes Antibiotikum 
 
Zur Transformation von U. maydis wurden 50 µl der auf Eis getauten Protoplastensuspension 
mit 100 ng bis zu 5 µg linearisierter DNA mit einem Volumen von maximal 10 µl vorsichtig 
vermischt und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 0,5 ml STC/PEG-
Lösung zugegeben und die entstehende Suspension für 15 min auf Eis inkubiert. Danach 
wurde die Zellsuspension auf Regenerations-Agar aufgebracht, der kurz zuvor mit 10 ml Top-
Agar ohne Antibiotikum überschichtet wurde. Der Bottom-Agar enthält daher doppelt soviel 
Antibiotikum wie normales Selektionsmedium. Die Regenerations-Agar Platten wurden für 
drei bis sieben Tage bei 28°C oder bei Raumtemperatur inkubiert. Einzelkolonien wurden 
dann auf Selektionsmedium vereinzelt und danach mit PCR und/oder Southern-Analyse 
untersucht. 
4.4.4 Wachstumstests auf Fest- und in Flüssigmedium 
Für die Untersuchung von Wachstumsphänotypen wurden U. maydis Kulturen einer OD600 
von 1 verwendet, die in YEPS-Medium kultiviert waren. Zu Untersuchung des Wachstums in 
Flüssig-Medium wurden diese Kulturen mit YNB-Medium mit 2% Glucose bzw. 0,2% 
Ölsäure/0,1% Tween40 und Ammoniumsulfat gewaschen und mit einer OD600 von 0,05 in 
dem entsprechenden Medium verdünnt und bei 28°C inkubiert. Alle zwei Stunden wurde die 
OD600 der Kulturen bestimmt. Die Kulturen mit Ölsäure/Tween40 wurden vor der 
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Bestimmung der OD600 einmal mit YNB ohne Zusätze gewaschen. Zur Analyse des 
Wachstums auf Fest-Medium wurden die Kulturen ebenfalls gewaschen und in serieller 
Verdünnung ausgehend von einer OD600 von 1 auf Festmedien mit den jeweiligen Zusätzen 
und einem Volumen von 6 µl getropft.  
4.4.5 Test auf filamentöses Wachstum auf PD-Aktivkohle-Medium 
Auf Aktivkohle haltigem Medium bildet U. maydis im Zellzyklus arretierte Hyphen aus, die 
auf der schwarzen Oberfläche gut sichtbar sind (Day & Anagnostakis, 1973). Zur 
Untersuchung der Hyphenbildung wurden kompatible Stämme einer OD600 von 1 gemischt 
und 6 µl dieser Suspension auf PD-Aktivkohle-Medium getropft. Alternativ wurden Kulturen 
des haploid pathogenen Stamms SG200 mit einer OD600 von 1 verwendet. 
4.4.6 Infektion von Zea mays mit U. maydis 
Zur Untersuchung der Pathogenität unterschiedlicher U. maydis Mutanten wurden diese in 
sterilem Wasser auf eine OD600 von 1 eingestellt. Im Fall des haploid pathogenen Stamms 
SG200 wurden diese Suspensionen direkt in Maispflanzen infiziert, während im Fall normaler 
Wildtyp-Derivate kompatible Stämme im Verhältnis 1:1 gemischt wurden. Es wurden immer 
500 µl der Suspensionen mit Spritzen in sieben Tage alte Maispflanzen der Sorte Early 
Golden Bantam (USA) ungefähr 1 cm über der Erde injiziert und möglichst das dritte Blatt 
des Keimlings infiziert. Die Maispflanzen wurden bei 28°C am Tag und 20°C bei Nacht für 
10 Tage in einem Gewächshaus inkubiert bevor die Symptome ausgewertet wurden. Die 
Beleuchtungsstärke betrug zwischen 28.000 und 90.000 Lux abhängig von der 
Sonneneinstrahlung zusätzlich zur künstlichen Beleuchtung.  
Die Auswertung erfolgte nach modifizierten Kriterien nach Kämper et al, 2006. Alle 
Experimente wurden in mindestens drei biologischen Replikaten durchgeführt und pro 
Experiment zwischen 20 und 40 Pflanzen infiziert. Die mittleren Symptome aus den drei 
Replikaten wurden prozentual zur Gesamtzahl der Pflanzen dargestellt.  
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4.5 Genetische Methoden 
4.5.1 Deletion von Genen oder Genfragmenten mittels homologer 
Rekombination 
Zur Deletion von Genen oder von Genfragmenten wurde eine Strategie nach Kämper, 2004 
verwendet. 1000 bp flankierende, homologe Regionen dienen in U. maydis der zielgerichteten 
Integration von DNA (z.B. Resistenzkassetten) an einen bestimmten Ort ins Genom durch 
homologe Rekombination, vorausgesetzt man kann auf dieses relativ seltene Ereignis 
selektionieren. Um Gene oder Genfragmente zu entfernen wurden Konstrukte hergestellt, die 
eine Resistenzkassette enthielten und links und rechts von genau der Sequenz eingerahmt 
waren, die den zu deletierenden Bereich im Genom von U. maydis flankiert. Wurden nur 
Teile eines ORFs deletiert, wurde ein neues Stopcodon eingefügt. Resistenzkassette und 
flankierende Sequenzen wurden mittels SfiI geschnitten (Bestanteil der Oligonukleotide) und 
direktional ligiert. Diese Ligationsprodukte wurden mit PCR amplifiziert und entweder direkt 
transformiert oder aber in den Klonierungsvektor pJet1.2 (Fermentas) inseriert und vor der 
Transformation sequenziert. Alle verwendeten Kassetten finden sich in Brachmann et al, 
2004 und enthalten flankierende SfiI-Schnittstellen.  
4.5.2 Integration von Konstrukten in den ip-Locus von U. maydis 
Die Aminosäuresubstitution Histidin zu Leucin an der Position 257 der 
Succinatdehydrogenase (Sdh1; Um1172) führt in U. maydis zur Ausprägung einer 
Resistenz gegenüber dem Antibiotikum Carboxin (Broomfield & Hargreaves, 1992). 
Diese Mutation kann genutzt werden, um gezielt Konstrukte in den sdh1-Locus zu 
integrieren (ip-Locus). Linearisiert man ein Plasmid, das sdh1 in mutierter Version 
beinhaltet und transformiert dieses Plasmid in Anwesenheit von Carboxin in 
U. maydis so erhält man Stämme mit einem integrierten Plasmid, das von einer 
mutierten Version von sdh1 (ipr) und einer nativen Version von sdh1 (ips) flankiert 
wird. Diese Strategie erlaubt folglich die ortsspezifische Integration beliebiger DNA; 
allerdings integrieren die Konstrukte häufig mehrfach hintereinander. Mittels Southern 
Analyse kann anschließend die Integrationshäufigkeit ermittelt werden. 
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4.6 Molekularbiologische Methoden 
4.6.1 Restriktion und Dephosphorylierung von DNA 
DNA wurde mit Restriktionsenzymen (Fermentas oder NEB) je nach Applikation zwischen 
10 min und 14 Stunden nach Herstellerangeben geschnitten. Dabei wurden zwischen 0,2 und 
5µg DNA eingesetzt. Für Klonierungen wurden häufig Vektorfragmente noch für etwa eine 
Stunde bei 37°C dephosphoryliert und die Phosphatase bei 70°C für 15 min inaktiviert. 
4.6.2 Ligation von DNA  
Ligationsreaktionen wurden entweder über Nacht bei 16°C oder für ungefähr 2 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert (T4-DNA Ligase; Roche). Bei der Insertion von DNA-Fragmenten 
in geöffnete Vektoren wurde ein mindestens zweifacher molarer Überschuss der jeweiligen 
Fragmente eingesetzt. Falls die Vektoren mit stumpfen Enden vorlagen, wurde ein mindestens 
fünffacher Überschuss der zu inserierenden DNA-Fragmente verwendet. Für die Ligation von 
drei Fragmenten wurden alle drei Fragmente in äquimolarer Konzentration verwendet. 
Ligationsansätze hatten ein Volumen zwischen 10 µl und 50 µl und es wurden zwischen 50 
ng und 5 µg DNA eingesetzt.  
4.6.3 Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al, 1977). 
Zwischen 500 ng und 2 µg DNA (je nach Größe) und 0,5 µM eines entsprechenden 
Oligonukleotids wurden entweder mit dem BigDye Terminator Kit (Invitrogen) nach 
Herstellerangaben vermischt und inkubiert oder in Wasser gelöst (ad 15 µl). Die 
Reaktionsansätze wurden entweder am MPI-Marburg oder von der Firma Eurofins MWG 
Operon weiter bearbeitet. 
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4.6.4 Agarosegel-Elektrophorese 
DNA wurde zwischen 80 V und 150 V in 1x TAE-Gelen (0,8-1,5% Agarose) aufgetrennt. 
RNA wurde in 1x MOPS-Gelen (1% Agarose) aufgetrennt. Den Gelen wurde nach dem 
Aufkochen Ethidiumbromid (0,5 µg/ml) zugesetzt. Bei RNA-Gelen wurden Kämme, 
Schlitten und Kammern zuvor mindestens für eine Stunde in RNase freiem Wasser (0,1% 
Diethylpyrocarbonat, autoklaviert) inkubiert. DNA bzw. RNA wurden vor der Beladung mit 
10x bzw. 6x Auftragspuffer vermischt. RNA-Lösung wurde außerdem vor der Beladung mit 
einem Gemisch aus Glyoxal, DMSO und 10x MOPS-Puffer im Verhältnis 1:1 gemischt und 
bei 60°C für eine Stunde denaturiert. Als Größenstandards dienten der GeneRulerTM DNA-
Ladder Mix (Fermentas) bei der Auftrennung von DNA bzw. die RiboRulerTM High Range 









200 mM MOPS (pH 7) 
80 mM Natriumacetat 
10 mM Na2-EDTA 
 
10x DNA-Auftragspuffer 
0,2% (w/v) Orange G 
50% (w/v) Saccharose 





0,25 % (w/v) Bromphenolblau 





60% DMSO (v/v) 
2x MOPS-Puffer 
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4.6.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
PCR-Reaktionen (Mullis et al, 1986; Saiki et al, 1985, 1988) wurden mit Hilfe eines 
TPersonel Thermocyclers (Biometra, Göttingen) durchgeführt. Zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten kleiner als 1000 bp oder zur Überprüfung von Mutanten wurde die Pfu-
Polymerase (eigene Herstellung; ~500bp/min) verwendet. Für größere Fragmente wurde 
entweder die Phusion Polymerase (~2000 bp/min, NEB) oder die KOD Extreme Polymerase 
(1000 bp/min; Merck) verwendet. PCR-Reaktionen gliederten sich in eine initiale 
Denaturierung gefolgt von 34 Zyklen bestehend aus Denaturierung, Annealing (Anlagerung 
der einzelsträngigen Oligonukleotide) und Elongation. Teilweise wurde am Ende noch eine 
finale Elongation von 5 min durchgeführt. Unten sind PCR-Programme für die jeweiligen 
Polymerasen dargestellt. Die Elongationszeiten wurden in Abhängigkeit der Geschwindigkeit 
der verwendeten Polymerasen und der Größe der zu amplifizierenden DNA gewählt. 
Annealing-Temperaturen waren abhängig von der Nukleotid-Zusammensetzung der 
Oligonukleotidprimer.  
 
Pfu- bzw. Phusion-Polymerase 
zwischen 1 ng und 300 ng Matritzen-DNA  
250 µM dNTPS (1:1:1:1 Verhältnis) 
1 µM Oligonukleotid 1 
1 µM Oligonukleotid 2 
1 x konzentrierter Pfu-Puffer bzw. HF-Puffer (Finnzymes) bzw. GC-Puffer (Finnzymes) 
1 U Pfu-Polymerase bzw. 0,5 U Phusion-Polymerase  
0-5 µl DMSO 
Programm: 98°C/1 min – (98°C/30 s - 50-65°C/15 s - 72°C/ x min) x 34 - 72°C/5 min 
(Ansatz zwischen 20 und 50 µl) 
 
KOD Extreme Polymerase  
zwischen 1 ng und 300 ng Matritzen-DNA  
250 µM dNTPS (1:1:1:1 Verhältnis) 
1 µM Oligonukleotid 1 
1 µM Oligonukleotid 2 
1 x konzentrierter KOD-Puffer (Novagen) 
1 U KOD-Extreme Polymerase 
Programm: 94°C/2 min – (94°C/30 s - 50-65°C/15 s - 68°C/x min) x 34- 68°C/10 min 
 
4.6.6 Quantitative PCR (qRT-PCR) und Untersuchung von cDNA 
Für Expressionsanalysen wurde ~1µg Gesamt-RNA aus U. maydis mit Hilfe des RNeasy Kits 
(Quiagen; Hilden) aufgereinigt und danach mit dem First Strand cDNA Kit (Fermentas) 
zunächst nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. 1 µl einer 1/10 verdünnten cDNA-
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Lösung wurden zur Bestimmung der relativen Transkriptmenge mit Hilfe des Maxima SYBR 
Green qPCR-Mastermixes (Fermentas) pro qRT-PCR Reaktion untersucht. Die Analysen 
erfolgten auf einem Bio-Rad-iCycler (Bio-Rad, München) mit dem Programm: 95°C/2 min – 
(95°C/30 s - 60°C/30 s - 72°C/30 s) x 45. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der 
Bio-Rad-Software Version 3.0a und des Bio-Rad Gene Expression Makros. Die Spezifität der 
Amplifikation wurde durch eine Analyse der Schmelzkurven überprüft. Als Referenzgen für 
die Amplifikation diente ppi (um3726.2). Die Effizienz der verwendeten Oligonukleotide 
wurde mit einer Eichkurve bestimmt, die durch die serielle Verdünnung einer cDNA-Probe 
generiert wurde. 
cDNA aus A. nidulans wurde mit Oligonukleotiden spezifisch für pgkA amplifiziert (siehe 
4.5.4) und die erhaltenen Produkte in den Klonierungsvektor pJet1.2 (Fermentas) inseriert 
und sequenziert. 
4.6.7 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli 
Für die Präparation von Plasmid DNA, die für Sequenzierungen verwendet werden sollte 
bzw. in großem Maßstab benötigt wurde, wurde das ZR-Plasmid Miniprep Kit (Zymo 
Research) bzw. das GenElute HP Maxiprep Kits (Sigma-Aldrich) verwendet. Ansonsten 
wurde Plasmid-DNA mit Hilfe der kochenden Lyse (Sambrook et al., 1989) extrahiert. Dazu 
wurden 1,5 ml einer E. coli Übernachtkultur pelletiert (13.000 Upm). Dem Zellpellet wurden 
350 μl STET und 25 μl Lysozym-Lösung zugesetzt, die Proben auf einem Vibrax-
VXRSchüttler (IKA, Staufen) für 1 min geschüttelt und anschließend 1 min bei 95°C 
inkubiert. Die lysierten Zellbestandteile und die denaturierte genomische DNA wurden 10 
min bei 13.000 Upm abzentrifugiert und aus der wässrigen Lösung entfernt. Zum Teil wurden 
5 μl	   des Überstand direkt für Restriktionsanalysen verwendet oder die enthaltene Plasmid-
DNA durch Zugabe von 35 μl 3 M Na-Acetat (pH 5,3) und 450 μl Isopropanol für 5 min bei 
Raumtemperatur gefällt und pelletiert (13.000 Upm, 5 min). Das Pellet wurde mit 70% 
Ethanol gewaschen, 5 min an der Luft getrocknet und in 50 μl TE-Puffer mit 20 μg/ml RNase 
A aufgenommen. Gelöste DNA wurde bei -20°C gelagert. 
 
STET-Puffer  
50 mM Na2-EDTA 
8% (w/v) Saccharose 
5% (v/v) Triton X-100 
in 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
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Lysozym-Lösung  
10 mg/ml Lysozym 
in 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 
 
TE-Puffer  
1 mM Na2-EDTA 
in 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 
4.6.8 Isolierung von genomischer DNA aus U. maydis 
Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll nach Hoffman 
& Winston, 1987. 1,5 ml einer Übernachtkultur in YEPS wurden zusammen mit 0,3 g 
Glasperlen in einem 2 ml Reaktionsgefäß pelletiert (13000 Upm, 1 min) und das Pellet in 500 
μl Ustilago-Lysepuffer und 500 μl Phenol/Chloroform aufgenommen. Die Proben wurden für 
10 min auf einem Vibrax-VXR Schüttler (IKA, Staufen) aufgeschlossen und anschließend 15 
min zentrifugiert (13.000 Upm). 400 μl des Überstands in ein neues wurden in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt und mit 1 ml Ethanol und 40 μl 3 M Na-Acetat (pH 5,3) gefällt. 
Nach Zentrifugation (13.000 Upm, 20 min) wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, für 
5 min an der Luft getrocknet und in 50 μl TE mit 20 μg/ml RNase A aufgenommen. Gelöste 
DNA wurde bei -20°C gelagert. 
 
Ustilago-Lysepuffer 
10 mM Tris/HCl pH8,0  
100 mM NaCl  
1 mM EDTA 
1 % (w/v) SDS 




50 % (v/v) Chloroform 
 
4.6.9 Isolierung von RNA aus U. maydis 
Zur Präparation von RNA aus U. maydis wurden 10 – 50 ml einer exponentiell wachsenden 
Kultur isoliert. Hierzu wurde die Kultur zunächst pelletiert (10 min, 3500 upm) und das 
Sediment bei -80◦ C schockgefroren. Anschließend wurde das Sediment in 1 ml TRIzol 
Reagenz (Invitrogen) aufgenommen und in ein vorbereitetes 2 ml Reaktiosgefäß mit 0,3 g 
Glasperlen überführt. Die Zellen wurden in einer Zellmühle 10 min bei maximaler 
Geschwindigkeit aufgeschlossen. Dann wurden die Proben kurz anzentrifugiert und mit 200 
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μl Chloroform vermischt. Diese Suspensionen wurden 2 min bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschließend bei 13000 Upm und 4°C für 10 min zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase 
wurde in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 500 μl Isopropanol vermischt und 10 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die enthaltene RNA sedimentiert (13000 
Upm, 15 min, 4°C). Das Sediment wurde mit 1 ml 80% Ethanol gewaschen und das Pellet für 
5 min bei Raumtemperatur getrocknet. Schließlich wurde das Pellet in 50 μl RNase freiem 
Wasser gelöst. Gelöste RNA wurde bei -80°C gelagert. 
4.6.10 Transfer und Nachweis von DNA auf Membranen (Southern Blot) 
Zur Detektion von spezifischen DNA Fragmenten bei der Überprüfung von U. maydis 
Mutanten wurde die enzymatisch geschnittene DNA auf positiv geladene Nylonmembranen 
übertragen (Southern, 1975). Zunächst wurde genomische U. maydis DNA mit einem 
entsprechenden Restriktionsenzym (um z. B die DNA von Mutanten und Wildtypstämmen zu 
unterscheiden) geschnitten und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde zunächst 15 min 
in 0,25 M HCl inkubiert, um Purine abzuspalten. Anschließend wurde das Gel in 0,4 M 
NaOH überführt und für 20 min geschwenkt. Der Transfer der DNA aus dem Gel auf die 
Nylonmembran (Roth) erfolgte über Kapillarkräfte. Aus einem Tank mit 0,4 M NaOH wurde 
mit Whatman-Papier und Papierhandtüchern ein Sog durch Gel und Membran erzeugt. Der 
Transfer erfolgte für mindestens vier Stunden, meistens aber über Nacht. Die auf der 
Nylonmembran fixierte DNA wurde mit einer radioaktiven Sonde hybridisiert (Church & 
Gilbert, 1984). Geeignete Sonden wurden mit Hilfe des Amersham Megaprime DNA 
Labeling Systems (GE-Healthcare, Freiburg) nach Herstellerangaben synthetisiert. Dazu 
wurden 5 µl α-32P-dCTP (Hartmann Analytic, Braunschweig). Die Membran wurde zunächst 
20 min bei 60°C in 15 ml Southern-Hybridisierungspuffer inkubiert. Die Sonde wurde 5 min 
bei 95°C denaturiert und hinzugegeben (Endkonzentration ca. 106 cpm/ml) und die Membran 
über Nacht bei 60°C weiter inkubiert. Anschließend wurde die Membran anschließend 
zweimal mit 15 ml Southern-Waschpuffer für 30 min gewaschen. Zur Detektion der Signale 
wurde die getrocknete Membran in Plastikfolie eingeschweißt und für vier bis 24 Stunden in 
einer Phosphoimager Kassette (GE-Healthcare) exponiert. Die Detektion der Signale erfolgte 
mit Hilfe eines Phosphoimagers (Storm860, GE-Healthcare). 
 
Southern-Hybridisierungspuffer  
7 % (w/v) SDS  
500 mM Natriumphosphat Puffer pH 7,0 
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Southern-Waschpuffer  
1 % (w/v) SDS  
100 mM Natriumphosphat Puffer pH 7,0 
 
4.6.11 Transfer und Nachweis von RNA auf Membranen (Northern Blot) 
Der Transfer und die Detektion von RNA auf Membranen erfolgte analog zum Transfer von 
und der Detektion von DNA (4.6.10). Allerdings wurde denaturierte RNA in MOPS-Gelen 
aufgetrennt (4.6.4) und das Gel vor der Übertragung für 20 min schwenkend in 20x SSC-
Puffer inkubiert. Der Kapillarblot wurde wie in 4.6.10 beschrieben durchgeführt, als 
Transferlösung wurde 20x SSC-Puffer verwendet. Anschließend wurde die RNA durch UV-
Bestrahlung (254 nm, 1200 mJ/cm2) in einem Stratalinker 2400 (Stratagene, USA) kovalent 
an die Membran gebunden. Die Hybridisierung und Auswertung erfolgte wie beim 
Southernblot. Es wurden für Hybridisierung und Waschen die unten aufgeführten Lösungen 
benutzt. Nach der Auswertung wurde die Sonde gegebenenfalls entfernt (Strip-Puffer; 3x 20 
min und 80°C) und der Blot mit einer anderen Sonde hybridisiert.  
 
Northern-Hybridisierungspuffer 
50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 
50 mM PIPES, pH 6,5 
100 mM NaCl 
1 mM Na2-EDTA 




0,1 % (w/v) SDS 
 
Northern-Strippuffer 
0,2 % (w/v) SDS in H20bid  
 
20x SSC 
300 mM Na-Citrat, pH 7,0 
3 M NaCl 
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4.7 Biochemische Methoden 
4.7.1 Isolierung von denaturierten Proteinen aus U. maydis 
U. maydis Zellen wurden in YEPS bis zu einer OD600 von 1 angezogen und 10 ml dieser 
Kultur pelletiert (3.500 Upm, 5 min). Anschließend wurden die Zellen in 500 µl Thorner-
Puffer aufgenommen, resuspendiert und in einem 2 ml Reaktionsgefäß für 5 min bei 95°C 
erhitzt. Nach Zugabe von 0,3 g Glasperlen wurden die Proben für 5 min auf einem Vibrax-
VXR Schüttler (IKA) geschüttelt. Nach erneutem Erhitzen (5 min, 95°C) wurden die Proben 
abzentrifugiert (13.000 Upm, 1 min) und 5 – 20 μl des Überstandes für die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt. Alternativ wurden die 
Präparationen bei –80°C eingefroren und vor der Verwendung erneut erhitzt (5 min, 95°C) 
und abzentrigugiert (13.000 Upm, 1 min). 
 
Thorner-Puffer  
8 M Urea, 
5% (w/v) SDS 
0.1 mM Na2-EDTA 
0.01% (w/v) Bromphenolblau, 
50 mM Dithiothreitol (kurz vor Verwendung) 
in 100 mM Tris-HCl, pH 6,8 
 
4.7.2 Isolierung nativer Proteine aus U. maydis 
Zur Herstellung von Proteinextrakten aus U. maydis wurden 10 - 50 ml einer in YEPS 
gezogenen Flüssigkultur (OD600 = 1) abzentrifugiert (3500 Upm, 5 min), das Pellet mit 10 ml 
TBS-Puffer gewaschen und erneut abzentrifugiert (3500 Upm, 5 min). Anschließend wurde 
das Pellet in 500 μl TBS aufgenommen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Der 
Zellsuspension wurden 0,3 g Glasperlen, 5 μl 10 % Triton X-100 und 5 μl Protease Inhibitor 
Cocktail für Pilze (Sigma-Aldrich) zugesetzt und die Suspension in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren oder mindestens eine Stunde bei -80°C eingefroren. Die Zellen wurden mit 
einem Vibrax-VXRSchüttler (IKA) für 10 min bei 4°C aufgeschlossen und Zellbestandteile 
abzentrifugiert (13000 Upm, 10 min, 4°C). Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei -80°C. 
 
TBS-Puffer  
50 mM Tris/HCl pH7,5 
150 mM NaCl 
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4.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration wurde nach einer modifizierten Methode nach Bradford, 1976 
ermittelt. Dazu wurde die Bio-Rad Protein Assay Reagenz (Bio-Rad) nach Herstellerangeben 
verwendet. 
4.7.4 Elektrophorese von Proteinen 
Für die Auftrennung von Proteinen wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli, 1970 angewendet. Proteine erhalten durch 
Bindung an SDS eine negative Ladung, was die Auftrennung in einem elektrischen Feld 
erlaubt. Es wurden Gelkammern (Mini Protean System; Bio-Rad) mit SDS-Laufpuffer gefüllt. 
Die Gele setzten sich aus Sammelgel und Trenngel zusammen. Das Sammelgel dient der 
Konzentrierung der Proteine vor dem Eintritt in das Trenngel. Im Trenngel werden die 
Proteine nach ihrer Molekülgröße aufgetrennt. Die Molekülmasse der aufgetragen Proteine 
wurde durch ein Proteinstandardgemisch (15 - 170 kD; Prestained Page Ruler; Fermentas) 
bestimmt. Die Auftrennung erfolgte bei 150 V. 
 
SDS-Laufpuffer  
200 mM Glycin 
0,2% (w/v) SDS 
in 25 mM Tris-HCl, pH 8,8 
 
Sammelgel  
5% (v/v) Acrylamid 
0,1% (w/v) SDS 
in 125 mM Tris-HCl, pH 6,8 
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat 
0,05% (v/v) TEMED 
 
Trenngel  
8 - 12% (v/v) Acrylamid 
0,1% (w/v) SDS 
in 375 mM Tris-HCl, pH 8,8 
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat 
0,05% (v/v) TEMED 
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4.7.5 Transfer und Nachweis von Proteinen (Western Blot) 
Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des Wet-Transfer System (Bio-Rad) auf 
eine PVDF-Membran (Roth) übertragen. Die Membran wurde vor der Verwendung mit 
kurzes mit Methanol aktiviert. Anschließend wurde das Gel auf die Membran gelegt, mit je 
einer Lage in Western-Transfer-Puffer getränktem Whatman-Papier oben und unten 
beschichtet und zwischen ebenfalls in Western-Transfer-Puffer getränkte Schwämme gelegt. 
Anschließend wurde dieser Stapel in einer Kassette in die mit Western-Transfer-Puffer 
gefüllte Wet-Blot Apparatur eingelegt und die Proteine über Nacht bei 25 V auf die PVDF-
Membran transferiert.  
 
Western-Transfer-Puffer  
200 mM Glycin 
20% (v/v) Methanol 
in 25 mM Tris-HCl, pH 10,4 
 
Die auf die PVDF-Membran überführten Proteine wurden mit Hilfe von Antikörpern 
detektiert. Zunächst wurde die Membran in TBS-T (5% Milchpulver) 20 min bei 
Raumtemperatur schwenkend inkubiert. Anschließend wurden die Antikörper in einer 1:1000 
Verdünnung zugegeben (GFP mouse monoclonal IgG2a; Santa Cruz Biotechnology oder 
Tub1 mouse monoclonal IgG; Calbiochem) und für 2 h bei Raumtemperatur schwenkend 
inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen und danch 
der sekundäre HRP (horse raddish peroxidase) gekoppelte Antikörper (rabbit anti-mouse IgG-
HRP conjugate, Santa Cruz Biotechnology) in einer 1:1000 Verdünnung in TBS-T (5% 
Milchpulver) zugefügt und für 45 mit der Membran schwenkend inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen (siehe oben) wurde der Western Blot ausgelesen.  
Zur Entwicklung wurde die Membran mit einer Mischung der Detektionslösungen A und B 
inkubiert und die Signale mit einem Chemocam Imaging System (Intas; Göttingen) 
aufgenommen und mit ImageJ ausgewertet (Abràmoff et al, 2004). 
 
TBS-T  
0,1 % (v/v) Tween 20 in TBS 
 
Detektionslösung A 
100 mM Tris/HCl pH 8,5  
2,5 mM Luminol  
400 µM p-Cumarsäure 
 
Detektionslösung B 
100 mM Tris/HCl pH 8,5  
5,4 mM H2O2 
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4.7.6 Isolierung von Glykolipiden aus U. maydis 
Zur Präparation der Glykolipide Ustilaginsäure und MEL aus U. maydis wurden drei Tage 
alte Kulturen verwendet (siehe 4.2.3). Von diesen Kulturen wurden 0,5 ml abgenommen und 
mit 0,5 ml Ethylacetat vermischt. Diese Ansätze wurden 10 Minuten auf einem Vibrax-VXR 
Schüttler (IKA) geschüttelt. Nach einer Zentrifugation (13000 Upm, 10 Minuten) wurde der 
Überstand abgenommen und die Flüssigkeit bei 70°C und 600 Upm eingedampft. Die 
isolierten Lipide wurden schließlich in 15 µl Methanol aufgenommen.  
4.7.7 Auftrennung und Nachweis der Glykolipide mit 
Dünnschichtchromatographie (DC) 
10 µl Glykolipidlösung wurden auf eine DC-Aluminium-Platte mit Kieselgel als 
Trägermaterial (Merck) getropft und 5 Minuten bei RT getrocknet. Anschließend wurden die 
enthaltenen Glykolipide mit Hilfe eines Laufmittels aus Chloroform:Methanol:H2O (65:25:4) 
aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte für ungefähr 25 Minuten bzw. bis die Lauffront das 
Ende der Platte erreichte. Die Platte wurde für ca. 10 min an der Luft getrocknet. Zur 
Detektion der Glycolipide wurde die DC-Platte mit einem Gemisch aus Eisessig: 
Schwefelsäure:Anisaldehyd (50:1:0,5) besprüht. Nach 15 min Trocknen an der Luft wurde die 
DC-Platte für 2 min bei 150°C erhitzt, bis Glycolipide als Banden sichtbar wurden. 
4.7.8 Massenspektrometrische Untersuchungen der Glykolipide 
Für massenspektrometrische Messungen wurden die eingedampften Glykolipidproben in 50% 
Methanol aufgenommen und über HPLC aufgetrennt. Die massenspektrometrischen 
Untersuchungen erfolgten über 1100 MSD-A ESI-Quadrupol Massenspektrometer (Agilent, 
Böblingen), und die hochaufgelösten Massenspektren und MSn Messungen wurden mit dem 
LTQ-FT (Thermo Scientific; Bremen) durchgeführt. Der Massenbereich für die Quadrupol-
Messungen erstreckte sich von 650 bis 850 m/z (im positiven Ionen Modus). Für die 
hochaufgelösten Messungen erstreckte sich der Massenbereich von 80 bis 800 m/z, und die 
FT-Auslösung betrug 100000 (Msn: 2,5 m/z, normalisierte Kollisionsenergie: 30 (Breitband-
Modus)). Der HPLC- Gradient war für beide Messverfahren identisch. Proben wurden über 
eine 250/2-Nucleosil-C8-Säule mit einer Partikelgröße von 3 mm (Macherey-Nagel; Düren) 
Material und Methoden 107 
gegeben. Ein Gradient von Solvent A (Wasser, 0,5% Ameisensäure) und Solvent B 
(Methanol, 0,045% Ameisensäure) stieg linear von 60 % B zu 95 % B in 30 Minuten. 
Abschließend wurde für 10 Minuten konstant mit 95% B eluiert. Die Flussrate betrug 0,4 
ml/min und die Säulentemperatur betrug 45°C. Die UV-Detektion erfolgte bei 215 nm.  
4.8 Mikroskopie 
Zur Mikroskopie von U. maydis oder S. cerevisiae Zellen wurde ein Fluoreszenzmikroskop 
vom Typ Axiovert 200M mit einem Ludel Piezo Drive (Zeiss; Göttingen ) verwendet. Als 
Fluorophore wurden eGFP (Excitation: 488 nm; Emission: 509 nm) und mCherry (Excitation: 
587 nm; Emission: 610 nm) verwendet. Die Zellen wurden in einem Volumen von 2 μl auf 
einen mit einer ca. 0,5 mm dicken Wasseragarschicht bedeckten Objektträger getropft. 
Anschließend wurde ein Deckglas aufgelegt. Der Wasseragar diente der Fixierung der Zellen 
an ihrer Position, um unscharfe Bilder zu vermeiden. Zur Anregung der Fluorophore wurden 
die zur Wellenlänge passenden Filter benutzt. Vergleichsfotos wurden im Differentialkontrast 
aufgenommen. Der Dokumentation dienten eine Kamera des Typs ORCA (Hamamatsu; 
Japan) und die Software Volocity 5.0. Die Bilder wurden mit ImageJ bearbeitet (Abràmoff et 
al, 2004). 
4.9 Bioinformatik 
Für die Suche und den Vergleich von Sequenzen wurden folgende Datenbanken verwendet: 
National Center for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov), MIPS 
Ustilago maydis Data Base (MUMDB; mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago), 
Saccharomyces Genome Database (SGD; www.yeastgenome.org), MIPS Sporisorium 
reilianum DataBase (MSRDB; mips.helmholtz-muenchen.de/genre/.../sporisorium/ ), DOE 
Joint Genome Institute (JGI; www.jgi.doe.gov/ ), Silva (www.arb-silva.de/) und ASpGD 
(www.aspgd.org). Die Analyse von PTS1-Motiven erfolgte mit dem PTS1-Predictor 
(mendel.imp.ac.at/pts1/ ; Neuberger et al, 2003a, 2003b). Sequenzvergleiche wurden mit 
ClustalX durchgeführt (Larkin et al, 2007). Stammbäume wurden mit iTOL hergestellt 
(Letunic & Bork, 2007). Die Suche nach polyA-Signalen erfolgte mit einer statistischen 
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Abbildung Anhang 1: Übersicht über GAPDH Isoformen mit PTS1-Motiv 
Die Abbildungen zeigen in Analogie zum Ergebnisteil die Sequenzausschnitte und 
Lokalisierungsdaten für peroxisomale Isoformen von GAPDH verschiedener Pilze. Die 





Abbildung Anhang 2: Übersicht über PGK Isoformen mit PTS1-Motiv 
Die Abbildungen zeigen in Analogie zum Ergebnisteil die Sequenzausschnitte und 
Lokalisierungsdaten für peroxisomale Isoformen von PGK verschiedener Pilze. Die 
Identifizierungsnummern sind aus NCBI und MSRDB. 
 
 
         
Anhang 137 
 
Abbildung 37: Acyltransferasen ohne PTS1 reduzieren die Menge an Ustilaginsäuren 
a; Lipidextrakte aus den angegebenen Stämmen wurden mittels Dünnschichtchromatographie 
aufgetrennt. Durch Besprühen mit einem Gemisch von Essigsäure/Schwefelsäure/Anisaldehyd 
(50/1/0,5) und durch etwa zweiminütige Inkubation bei 150°C wurden enthaltene Glykolipide sichtbar 
gemacht.  
b; UA-Produktion wurde mit Hilfe von ImageJ quantifiziert. Standardabweichungen ergaben sich aus 
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